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ÖZET 

 
 

�-Talasemi Moleküler Tanısında Klasik Yöntemlerle 
Mikroarray Yönteminin Kar�ıla�tırılması 

 
 
 Talasemi, otozomal resesif olarak kalıtılan hematolojik bir hastalıktır. 
Çe�itli ülkelerde ve aynı ülkenin farklı bölgelerinde da�ılım bakımından 
heterojenite göstermektedir. � talasemide, � geni üstünde veya etrafında meydana 
gelen mutasyonlar, beta globin zincir yapımının azalmasına ya da hiç sentez 
edilmemesine neden olur. � zincir yapımına göre �0 ve �+ olmak üzere iki tipi 
bulunmaktadır. �0 talasemide hiç beta zinciri yapılmamaktadır. �+ talasemi de ise az 
miktarda beta zinciri yapımı vardır. Türkiye’de en sıklıkla rastlanan �-talasemi 
mutasyonu IVS I-110’dur. 
 Bu çalı�mada �-talasemi mutasyon tanısında kullanılan klasik yöntemlerle 
mikroarray yönteminin kar�ıla�tırılması ve mikroarray teknolojisinin �-talasemi 
prenatal tanısında kullanımına yönelik bir ön çalı�ma yapılması amaçlanmı�tır. 
Ta�ıyıcı ve hastalarda talasemi mutasyon tiplerinin saptanmasında ARMS ve DNA 
mikroarray yöntemleri kullanılmı�tır. Örnekler toplam 52 ki�iden sa�lanmı�tır. Tüm 
örnekler hem ARMS hem de mikroarray yöntemleri için ayrı ayrı çalı�ılmı� ve 
mutasyon taraması sonucunda her iki yöntemle de aynı sonuçlar elde edilmi�tir. 
Çalı�ma sonucunda; 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 mutasyonunu içerdi�i 
gözlenmi�tir. Ayrıca 13 olgunun homozigot, 3 olgunun da çift heterozigot özellik 
gösterdi�i belirlenmi�tir. Hiçbir olguda Cd6 ve -87 mutasyonları tespit 
edilememi�tir. 
 Sonuç olarak DNA mikroarray yönteminin kullanılması ile klasik yöntemlere 
oranla daha hızlı sonuç elde edilmi� ve tek seferde çok sayıda örne�i çalı�ma imkanı 
sa�lanmı�tır. Bu durum prenatal tanı için de kolaylık sa�layacaktır. 
 
 
Anahtar Sözcükler: ARMS, mikroarray, moleküler tanı, talasemi  
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ABSTRACT 

 
 

Comparing of Microarray Techniques with Classical Techniques for 
Molecular Diagnosis of �-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 �-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 �-thalassemia, �0 and 
�+, according to the production of beta globin chain. In �0 thalassemia, no beta 
chain is produced. In �+ thalassemia, a small amount of beta chain production is 
present. In Turkey the most common � 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 � thalassemia. ARMS and DNA microarray methods are used 
for the detection of � 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 II-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. Cd6 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 
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1. G�R�� VE AMAÇ 
 

 

 Talasemiler, dünyada en sık görülen genetik bozukluklardır1,2. Hemoglobin 

tetramerini olu�turan globin zincirlerinin bir ya da daha fazlasının sentezindeki azalma 

veya tamamen yoklu�una ba�lı olarak ortaya çıkarlar. Talasemi otozomal resesif geçi� 

gösteren bir genetik hastalıktır3. Talasemi ilk kez 1925 yılında Detroitli pediatrist Dr. 

Thomas Cooley ve Pearl Lee tarafından �iddetli anemisi, dalak büyüklü�ü ve 

karakteristik kemik de�i�iklikleri olan bir çocuk hastada tanımlanmı�tır4. Önceleri 

sadece Akdeniz ülkelerinde yaygın oldu�u sanıldı�ından adı, Yunanca “Thalas” 

(Akdeniz) sözcü�ünden gelmektedir. Günümüzde ise Kuzey Afrika, Ortado�u, 

Hindistan, Çin, Güneydo�u Asya gibi malaryanın sık oldu�u ülkelerde, Avrupa ve 

Amerika’da yüksek oranlarda gözlenmektedir5,6. 

 Dünya Sa�lık Örgütü’nün yayınlarına göre dünyada talasemi ve anormal 

hemoglobin ta�ıyıcı sıklı�ı %5,1’dir ve yakla�ık 266 milyon ta�ıyıcı vardır7. Dünya 

nüfusunun %4,5’i talasemi ta�ıyıcısıdır8. Talasemi çe�itli ülkelerde ve aynı ülkenin 

farklı bölgelerinde da�ılım bakımından heterojenite göstermektedir. Akdeniz 

bölgesinde, batıya do�ru gidildikçe talasemi insidansı dü�meye ba�lar. �spanya’nın Bask 

bölgesinde %3,5, Yugoslavya’da ise %4,7’dir. Bulgaristan’da hastalık her bölgede 

görülürse de güneyde daha sıktır ve ta�ıyıcı sıklı�ı %30’a ula�maktadır. Kuzeydo�u 

Bulgaristan’da ise talasemi ta�ıyıcılı�ı %0,5-2,1 arasında de�i�mektedir. Azerbaycan’da 

%6,3-7,8, Özbekler’de %0,2-15, Da�ıstan’da %3,2-16,8 arasında de�i�mektedir. 

Kıbrıs’ta talasemi ta�ıyıcılı�ı %15 civarındadır. Kuzey ve Orta �talya’da � talasemi 

sıklı�ı %0,5-2 arasında de�i�irken güney Sardinya’da oran %27-30’a kadar çıkmaktadır. 

Aynı durum Yunanistan’da da söz konusudur9.  

Türkiye’de talasemi ile ilgili çalı�malar 1957 yılında Muzaffer Aksoy ile 

ba�lamı�tır. Çavdar ve Arcasoy tarafından talasemi sıklı�ını gösteren ilk çalı�malar 

yapılmı� ve Türkiye insidansı %2,1 olarak bildirilmi�tir. Bazı bölgelerde ise insidansın 

%0,6-12 arasında oldu�u gösterilmi�tir7. � talasemi mutasyonlarının moleküler düzeyde 

incelenmesi sonucunda Türkiye’de 30’dan fazla mutasyon tipi tespit edilmi�tir. 

Türkiye’nin bölgeleri mutasyon tipleri açısından bölgesel farklılıklar göstermektedir. 

Son yıllarda moleküler genetik alanındaki geli�meler birçok kalıtsal hastalı�ın gen 

düzeyinde anla�ılmasını sa�lamı�, bunun sonucunda da bu hastalıkların tanısı DNA 
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düzeyinde yapılır hale gelmi�tir. En önemli ve hızlı geli�me hemoglobinopatilerin 

moleküler mekanizmalarının ve mutasyonlarının anla�ılmasında olmu�tur. Kazanılan bilgi 

birikimi ile yeni DNA analiz ve tanı yöntemleri geli�tirilmi�; bunlar sadece çocuk ve 

eri�kine de�il fetal DNA’ya da uygulanabilecek hale gelmi�tir. DNA analiz ve tanısında 

gittikçe daha basit, kolay, tekrarlanabilen, tek a�amalı, radyoaktivite gerektirmeyen, 

ekonomik ve tanı laboratuvarı ortamında da uygulanabilen yöntemler tercih 

edilmektedir. Tümü PCR’a dayalı olan bu yöntemler, talasemi ve anormal 

hemoglobinlerin ta�ıyıcı ve do�um öncesi erken tanısında hızlı, ekonomik ve kolay 

uygulanabilir olmaları dolayısı ile bir çı�ır açmı� ve özellikle bu hastalıkların yaygın 

olarak görüldü�ü toplumlarda önem kazanmı�lardır. Bu yöntemler arasında; bilinen 

mutasyonların tespitinde kullanılan ARMS, RFLP ve bilinmeyen mutasyonların 

tespitinde kullanılan DNA dizi analizi yöntemi sayılabilir10. 

 Ayrıca son yıllarda kullanılmaya ba�lanan “mikroarray” (mikroçip) teknolojisi; 

hematolojik malignitelerin ön bilgi olmadan sınıflandırılmasında, yeni alt grupların 

belirlenmesinde, hastalı�ın tanısının do�ru olarak yapılmasında, tedaviye cevabın ve 

hastalı�ın ilerlemesinin önceden belirlenmesinde ve en önemlisi tedavi için yeni 

hedeflerin bulunmasında  büyük önem ta�ımaktadır. Mikroarray’ler, birçok biyolojik 

sistemde oldu�u gibi, hematolojide de yüksek çıktılı gen ifade incelemeleri için rutin 

araç olmaya yönelik bir teknolojidir. Bu yöntemle, aynı anda pek çok genin ifadesi ile 

ilgili bilgi almak mümkündür. Kullanım alanları; gen ifade profillerinin ara�tırılması, 

mutasyon taraması ve analizi, genotipleme, genlerin ve klonların haritalanması, 

mikrodelesyon ve kromozomal aberasyonların tespiti olarak sıralanabilir. 

Mikroarray’lerin en önemli avantajları, aynı anda birçok gen ile ilgili bilgi alınması, 

hızlı sonuç elde edilmesi, az sayıda deney yapılması, güvenilir olması ve sistem 

kurulduktan sonra ucuz olmasıdır. Bu yöntem sayesinde �-talaseminin moleküler 

tanısında daha kesin sonuçlar elde edilmesi hedeflenmektedir11. 

 Bu çalı�mada da �-talasemi moleküler tanısında kullanılan klasik yöntemlerle 

mikroarray yönteminin kar�ıla�tırılması ve mikroarray teknolojisinin �-talasemi prenatal 

tanısında kullanımına yönelik bir ön çalı�ma yapılması amaçlanmı�tır.  
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2.GENEL B�LG� 

 

 

 Kalıtsal hemoglobin hastalıkları, insanlarda en yaygın olarak görülen tek gen 

bozukluklarıdır12. Bunlar arasında oldukça geni� bir genetik yelpazeyi kapsayan 

talasemiler, hemoglobin tetramerini olu�turan globin zincirlerinin bir ya da daha fazlasının 

sentezindeki azalma veya tamamen yoklu�una ba�lı olarak ortaya çıkarlar. Talasemiler 

sentezi bozulmu� olan globin zincirine göre �, �, �, 	, 	�, 
�	� talasemi olarak 

adlandırılırlar. En sık görülen tipleri � ve �-talasemidir10. � talasemi otozomal resesif 

geçi� gösteren genetik hastalıklar arasında dünyada en sık görülenidir. Akdeniz, Orta 

Asya, Afrika’nın bazı bölümleri, Hindistan ve Asya ba�ta olmak üzere dünyanın her 

yerinde yaygın olarak görülen hastalı�a, karakteristik talasemi ku�a�ında bulunan 

ülkemizde de her bölgede rastlanabilmektedir. Türkiye prevalansı %2,1 olup yörelere göre 

de�i�iklik göstermektedir3,13-16.  

 

2.1.Hemoglobinin Yapısı ve Özellikleri 

 Hemoglobin, akci�erlerden çevre dokulara oksijen ta�ımasına ek olarak CO2’nin 

dı�arı atılmak üzere dokulardan akci�erlere ta�ınmasını da sa�layan bir proteindir17. En 

yüksek oranda akci�erden doku kapillerlerine oksijen ta�ınması fonksiyonu gördü�ü 

eritrositlerde bulunur18. 

  Hemoglobin, iki çift özde� olmayan polipeptid zinciri ve dört molekül hem’den 

olu�an tetramer yapıda bir protein olup peptid zincirleri arasındaki etkile�imler ile bir arada 

tutulur19 (�ekil 1). 

 

 

�ekil 1. Hemoglobinin yapısı20 
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 Moleküler a�ırlı�ı 64500 dalton olan hemoglobin kabaca küresel yapıda olup 

yakla�ık 5,5 nm çapındadır21. Prostetik grup olarak halkalı bir tetrapirol olan hem içerir17. 

Globüler hemoglobin molekülünün kompleks yapısındaki hem molekülü tüm insan 

hemoglobin tiplerinde aynı olup hidrofobik bir ortam olu�turan hem cepleri içerisinde 

yerle�mi�tir19. Hem’in konjuge çift ba�lardan olu�an yo�un a� yapısı, görünür ı�ık 

spektrumunun alt ucundaki ı�ınları yutarak moleküle koyu kırmızı renk verir17.  

Tetrapiroller düzlemsel bir halka içinde dört �-metenil köprüsü ile birbirine 

ba�lanmı� dört pirol molekülünden olu�maktadır. Bu düzlemsel halkanın merkezinde bir 

ferruz demir atomu (Fe2+) yer alır17. Demir, porfirin halkasının dört azotuyla ba�lanarak 

hem molekülünün ortasında tutulur. Hemin Fe2+’i her biri düzlemsel porfirin halkasının 

ayrı tarafında olan iki ba� daha yapar (�ekil 2). Bu pozisyonlardan biri globin 

molekülünün bir histidin kalıntısının yan zinciri ile olurken, di�eri oksijen ba�lamaya 

uygun olarak bulunur18. Oksijenin kanda ta�ınması O2’nin hemoglobinle geri dönü�ümlü 

kombinasyonlar yapmasıyla sa�lanır19.  

 

 

 

 

 

�ekil 2. Hem’in yapısı22 
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 �nsanlarda � ve � olmak üzere iki gen kümesi, geli�im sırasında hemoglobinlerin 

sentezini yönetir. Bunlardan � gen lokusu; embriyonik � geni ve iki tane yeti�kin � 

geninden olu�ur iken, � gen lokusu 
, G�, A�, 	 ve � genlerinden olu�maktadır23. Yeti�kin 

hemoglobininin yakla�ık %96’sını olu�turan HbA, iki � ve iki � (�2�2) olmak üzere 4 

globin zincirinden olu�ur. Minör eri�kin hemoglobini olan HbA2, iki � ve iki 	 (�2 	2 ) 

zincirinden, fetal hemoglobin olan HbF ise iki � ve iki � (�2 �2) zincirinden olu�ur24-28. 

Normal eri�kin hemoglobinlerindeki � zinciri 141 aminoasit; �, �, 	 zincirleri ise 146 

aminoasit içermektedir. Embriyonik geli�im sırasında tanımlanan hemoglobinler ise Hb 

Gower I (�2 
2), Hb Gower II (�2 
2) ve Hb Portland (�2�2)’dır19, 27, 29 (Çizelge 1). 

 

 

Çizelge 1. Hemoglobin Tipleri29 

 

�sim Dönem Formül Eri�kin De�eri 

Hb Gower I Embriyonik Hb �2 
2 - 

Hb Gower II Embriyonik Hb �2 
2 - 

Hb Portland Embriyonik Hb �2�2 - 

Hb F Fetal Hb �2 �2 %1’den az 

Hb A Eri�kin Hb �2�2 ~ %96 

Hb A2 Eri�kin Hb �2 	2 %2,5-3,5 

 

 

Embriyonik hemoglobinler yumurta kesesinde eritrositler içerisinde bulunurlar ve 

gebeli�in 20. haftasına kadar kalırlar. Eritropoezin karaci�erde ba�lamasıyla fetal 

eritrositler olu�ur30,31 (�ekil 3). Eritrosit içindeki hemoglobinin kompozisyonu, gebeli�in 

devrelerine ba�lı olarak de�i�kenlik gösterir. Hemoglobin kompozisyonundaki bu 

de�i�iklik � ve � gen kümelerindeki bir dizi aktivasyon ve inaktivasyona ba�lı olarak 

olu�ur. Globin gen transkripsiyonundaki mekanizma henüz tam olarak açıklanamamı�tır. 

Gebeli�in erken evrelerinde Hb Portland (�2�2), Hb Gower I (�2
2) ve Hb Gower II (�2
2) 

baskın olarak tespit edilen embriyonik hemoglobinlerdir. Ancak çok az miktarda HbF ve 

HbA da vardır. Gebeli�in 10-11. haftalarında eritropoezin karaci�er ve dalakta ba�laması 

ile embriyonik hemoglobinler azalarak kaybolur ve HbF (�2�2) yapımı ba�lar. HbF, gama 
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zincirinin 136. pozisyonunda Alanin içeren A� veya Glisin içeren G� olmak üzere iki farklı 

gama zincirine sahiptir. G�/A� oranı do�umda 3/1 iken be� aylıkken 2/3’e iner27, 29, 30. 

 

 

 

�ekil 3. Globin zincir sentezinin evreleri31 

 

 

Hemoglobinin � ve � zincirlerinin genetik kontrolü iki ayrı gen kümesi tarafından 

yapılır. Bunlardan � gen kümesi 16. kromozomun kısa kolu, � gen kümesi ise 11. 

kromozomun kısa kolu üzerinde yer alır. Alfa gen kümesinde teta, �1, �2, psödo �1, psödo 

zeta ve zeta geni vardır. Beta gen kümesinde ise 5’ bölgesinden itibaren bir adet 

embriyonik epsilon, G�, A� genleri, psödobeta, delta ve beta genleri bulunmaktadır19,32,34 

(�ekil 4). 

Her bir globin geninde 3 ekson ve 2 intron bulunmaktadır. Globin zincirini �ifreleyen 

dizilerin oldu�u gen bölgelerine ekson, proteine dönü�meyen dizileri içeren bölgelere ise 

intron denilmektedir30,33. Translasyona u�ramamasına ra�men 5’ ve 3’ bölgelerindeki 

diziler oldukça önemli olup gen ekspresyonunda rol oynarlar. Promotor bölge ise 

transkripsiyonun ba�ladı�ı bölgenin önünde 100 baz çiftlik bir alanı kaplar27, 32. 
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�ekil 4. �nsan hemoglobinlerinin genetik yapısı34 

 

 

 2.2. � –Talasemi 

� talasemi, � zincir yapımının azalması veya yoklu�u ile karakterize olan kalıtsal 

hematolojik bir hastalıktır. � globin sentezinin azalması �+ talasemi, yoklu�u ise �o 

talasemi olarak adlandırılır6,8. Günümüzde �-talasemiye yol açan moleküler bozukluklar 

oldukça iyi bir �ekilde incelenmi� ve hastalı�ın en önemli nedeninin, �-talasemide 

görülen büyük delesyonlar de�il, gen içindeki nokta mutasyonları oldu�u anla�ılmı�tır. 

Bu mutasyonların ilk 40’ı �-globin geninin klonlanmasını takiben, DNA dizi analizi ile 

tanımlandıktan sonra 1987 yılında rutin kullanıma giren PCR yöntemi ve direkt DNA 

dizi analizi ile belirlenmi�tir. Son 20 yılda ise �-talasemiye yol açtı�ı bilinen 

mutasyonların sayısı büyük bir hızla artmı� ve 200’ü geçmi�tir10. 

 

 2.2.1. �-Talasemik Mutasyon Tipleri 

 Talasemi, � globin genindeki mutasyonlar sonucu olu�an bir hastalıktır. Bunların 

büyük bir kısmını nokta mutasyonları olu�tururken daha az oranda delesyonlar 
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olu�turmaktadır. Nokta mutasyonları RNA transkripsiyonunun ba�lamasını, RNA 

i�lemlenmesini ve RNA stabilitesini önleyerek normal RNA globin sentezini önler. Buna 

kar�ın frameshift veya zincir mutasyonları translasyonu bloke eder35. Mutasyonlar 

genellikle co�rafik ve etnik bir da�ılım göstermektedir10. Farklı etnik kökenlere özgü �-

talasemi mutasyon tiplerinin da�ılımı Çizelge 2’de gösterilmi�tir36. 

Hastalık genellikle transfüzyona ba�ımlı a�ır hemolitik anemi (Cooley’s anemisi) 

�eklinde homozigotlarda ortaya çıkmaktadır. � globin geninde � talasemiye neden olan en 

az 90 mutasyonun tespit edilmesine ra�men, hastalı�ın yaygın olarak görüldü�ü her bir 

etnik grupta bu mutasyonların bir grubu bulunmaktadır37. 

� zincir yapımına göre �0 ve �+ olmak üzere iki tipi vardır. �0 talasemide hiç beta 

zinciri yapılmamaktadır. Homozigot hastalarda HbA2 ve HbF vardır. �+ talasemi de ise 

anormal de olsa az miktarda beta zinciri yapımı vardır. Homozigot hastalarda normalin 

altında HbA yapımı vardır38. 

 

 

Çizelge 2. Farklı etnik kökenlere özgü � talasemik mutasyon tipleri36 

 

Mutasyon 
 

Fenotip Etnik köken 

Transkripsiyonel Mutasyonlar 
 
-101 (C�T) �+ Türkler, Bulgarlar,�talyanlar 

-92 (C�T) �+ Akdenizliler 

-90 (C�T) �+ Portekizliler 

-88 (C�T) �+ Zenci popülasyon 

-88 (C�A) �+ Kürtler 

-87 (C�G) �+ Akdenizliler 

-87 (C�A) �+ Amerikalı zenciler 

-87 (C�T) �+ Almanlar, �talyanlar 

-86 (C�A) �+ �talyanlar 

-86 (C�G) �+ Lübnanlılar, Thai 

-32 (C�A) �+ Tayvanlılar 

-31 (A�C) �+ �talyanlar 
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-31 (A�G) �+ Japonlar 

-30 (T�A) �+ Türkler, Bulgarlar, Makedonlar 

-30 (T�C) �+ Çinliler 

-29 (A�G) �+ Amerikalı zenciler, Çinliler 

-28 (A�C) �+ Kürtler 

-28 (A�G) �+ Çinliler 

+10, -T �+ Yunanlılar 

+22, (G�A) �+ Türkler, Bulgarlar, �talyanlar 

+33, (C�G) �+ Kıbrıslı Yunanlılar 

+43’den +40’a   -AAAC �+ Çinliler 

RNA ��lemlenmesi ile �lgili Mutasyonlar / Splice Kav�a�ındaki Mutasyonlar 
 
IVS I (-3), (C�T)  
(Kodon29; Gly�Gly) 

�+ Lübnanlılar 

IVS I (-2), (A�G) 
(Kodon30; Arg�Gly) 

�o �spanyol Museviler 

IVS I (-1), (G�A) 
(Kodon30; Arg�Lys) 

�o Bulgarlar 

IVS I (-1), (G�C) 
(Kodon30; Arg�Thr) 

�o Amerikalı zenciler,Tunuslular, 
BAE, Hintliler 
 

IVS I-1, (G�A) �o Akdenizliler, Asya Hintlileri 

IVS I-1, (G�T) �o Asya Hintlileri 

IVS II-1, (G�A) �o Akdenizliler, 
Amerikalı zenciler,Tunuslular 

IVS II-1, (G�C) �o �ranlılar 

IVS I-2, (T�A) �o Cezayirliler 

IVS I-2, (T�C) �o Amerikalı zenciler 

IVS I-2, (T�G) �o Tunuslular 

IVS II-2,3, +11bp, -2bp �o �ranlılar 

IVS I, -17 nts (3’ end) �o Kuveytliler 

IVS I-130, (G�A) �o Mısırlılar 

IVS I-130, (G�C) �o Türkler, Japonlar 

Kodon 30, G�C 
[IVS I-130 (+1)] 

�o Ortado�ulular 

IVS II-849, (A�C) �o Amerikalı zenciler 
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IVS II-849, (A�G) �o Amerikalı zenciler 

IVS II-850, -G �o �talyanlar 

IVS II-850, (G�A) �o �ngilizler, �skoçlar 

IVS II-850, (G�C) �o Yugoslavlar 

IVS II-850, (G�T) �o Japonlar 

RNA ��lemlenmesi ile �lgili Mutasyonlar: Konsensus Dizilerdeki Mutasyonlar 
 
IVS I-5, (G�A) �+ Cezayirliler, Akdenizliler 

IVS I-5, (G�C) �+ Asya Hintlileri, Çinliler, Malezyalılar 

IVS I-5, (G�T) �+ Akdenizliler, Amerikalı zenciler 

IVS II-4,5, -AG �o? Portekizliler 

IVS II-5, (G�C) �+ Çinliler 

IVS I-6, (T�C) �+ Akdenizliler 

IVS I-128, (T�G) �+ Suudi Arabistanlılar 

IVS II-837, (T�G) ? Asya Hintlileri 

IVS II-843, (T�G) �+ Cezayirliler 

IVS II-844, (C�G) �+ �talyanlar 

IVS II-848, (C�A) �+ Amerikalı zenciler, Mısırlılar, �ranlılar 

IVS II-848, (C�G) �+ Japonlar 

RNA ��lemlenmesi ile �lgili Mutasyonlar: IVS-I ya da IVS-II’deki De�i�iklikler 
 
IVS I-110, (G�A) �+ Akdenizliler 

IVS I-116, (T�G) �o Akdenizliler 

IVS II-654, (C�T) �+ Çinliler 

IVS II-705, (T�G) �+ Akdenizliler 

IVS II-745, (C�G) �+ Akdenizliler 

RNA ��lemlenmesi ile �lgili Mutasyonlar: Kodlanan Bölgedeki Mutasyonlar 
 

Kodon10 (C�A) 
(Ala�Ala) 

�+ Asya Hintlileri 

Kodon19 (A�G) 
(Hb Malay; Asn�Ser) 

�+ Malezyalılar 

Kodon24 (T�A) 
(Gly�Gly) 

�+ Amerikalı zenciler, Japonlar 

Kodon26 (G�A) 
(HbE; Glu�Lys) 

�+ Güneydo�u Asyalılar 
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Kodon27 (G�T) 
(Hb Knossos; Ala�Ser) 

�+ Akdenizliler 

RNA Translasyon Mutasyonları: Anlamsız Mutasyonlar 
 

Kodon15, TGG�TAG �o Asya Hintlileri, Türkler 

Kodon15, TGG�TGA �o Portekizliler 

Kodon17, (A�T) �o Çinliler 

Kodon22, (G�T) �o Reunion Adalılar 

Kodon26, (G�T) �o Tayvanlılar 

Kodon35, (C�A) �o Tayvanlılar 

Kodon37, (G�A) �o Suudi Araplar, �spanyollar 

Kodon39, (C�T) �o Akdenizliler 

Kodon43, (G�T) �o Çinliler 

Kodon61, (A�T) �o Zenciler 

Kodon90, (G�T) �o Japonlar 

Kodon112, (T�A) �o Slovaklar 

RNA Translasyon Mutasyonları: Çerçeve Kayması (Frameshift) Mutasyonlar 
 

Kodon1, -G �o Akdenizliler 

Kodon2,3,4, -9bp; +31bp �o Cezayirliler 

Kodon5, -CT �o Akdenizliler 

Kodon6, -A �o Akdenizliler, Amerikalı zenciler 

Kodon8, -AA �o Akdenizliler 

Kodon8/9, +G �o Asya Hintlileri 

Kodon9/10, +T �o Yunanlılar 

Kodon11, -T �o Meksikalılar 

Kodon14/15, +G �o Çinliler 

Kodon15, -T �o Malezyalılar 

Kodon16, -C �o Asya Hintlileri 

Kodon22/23/24 
-AAGTTGG 

�o Türkler 

Kodon24, -G; +CAC �o Mısırlılar 

Kodon25/26, +T �o Tunuslular 

Kodon26, +T �o Japonlar 
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Kodon27/28, +C �o Çinliler 

Kodon28, -C �o Mısırlılar 

Kodon28/29, -G �o Japonlar, Mısırlılar 

Kodon31, -C �o Çinliler 

Kodon35, -C �o Malezyalılar 

Kodon36/37, -G �o �ranlılar, Kürtler 

Kodon37/38/39 
-GACCCAG 

�o Türkler 

Kodon38/39, -C �o Çekler 

Kodon38/39, -CC �o Belçikalılar 

Kodon40, -G �o Japonlar 

Kodon40/41, +T �o Çinliler 

Kodon41, -C �o Tayvanlılar 

Kodon41/42, -TTCT �o Çinliler 

Kodon42/43, +G �o Japonlar 

Kodon42/43, +T �o Japonlar 

Kodon44, -C �o Kürtler 

Kodon45, -T �o Birle�ik Arap Emirlikleri 

Kodon47, +A �o Surinamlılar 

Kodon47/48, +ATCT �o Pencaplılar 

Kodon51, -C �o Macarlar 

Kodon53/54, +G �o Japonlar 

Kodon54, -T �o Cezayirliler, �sveçliler 

Kodon54/55, +A �o Hintliler 

Kodon56-60, +14bp �o - 

Kodon57/58, +C �o Pencaplılar 

Kodon59, -A �o �talyanlar 

Kodon64, -G �o �sviçreliler 

Kodon67, -TG �o Filipinliler 

Kodon71/72, +A �o Çinliler 

Kodon71/72, +T �o Çinliler 

Kodon72/73 
-AGTGA; +T 

�o Britanyalılar 
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Kodon74/75, -C �o Türkler 

Kodon76, -C �o �talyanlar 

Kodon82/83, -G �o Azerbaycanlılar, Çekler, Hırvatlar 

Kodon84/85, +C �o Japonlar 

Kodon84/85/86, +T �o Japonlar 

Kodon88, +T �o Asya Hintlileri 

Kodon89/90, -GT �o Koreliler 

Kodon95, +A �o Tayvanlılar 

Kodon106/107, +G �o Amerikalı zenciler 

Dominant Geçen Beta-Talasemi ve Stabil Olmayan Beta Zincir Varyantları 
 

Kodon24/25, -GTT �o Japonlar 

Kodon28, CTG�CGG �o (Hb Chesterfield) 

Kodon31/32, +CGG �o �spanyollar 

Kodon32,CTG�CAG(Leu�Gln) 
Kodon98,GTG�ATG(Val�Met) 

�o (Hb Medicine Lake) 

Kodon33/34, -GTG �o (Hb Korea) Koreliler 

Kodon60,GTG�GAG(Val�Glu) �o (Hb Cagliari) �talyanlar 

Kodon94, +TG �o (Hb Agnana) �talyanlar 

Kodon100,-CTT, 
+TCTGAGAACTT 

�o Güney Afrikalılar 

Kodon108/109/110/111/112, 
-12bp 

�o �sviçreliler 

Kodon109, -G �o (Hb Manhattan) Askenazi Yahudileri 

Kodon110, -TC �o (Hb Showa-Yakushiji) Japonlar 

Kodon114, -CT; +G �o (Hb Geneva) �sviçreli Fransızlar 

Kodon114, T�C �o (HBDurham-N.C.; Hb Brescia) �talyanlar 

Kodon115, C�A �o [Hb Hradec Kralove (Hb HK)] Çekler 

Kodon120/121, +A �o Filipinliler 

Kodon121, G�T �o Polonyalılar,�sviçreliler,Japonlar, 
�ngilizler, Çekler 

Kodon123, -A �o (Hb Makabe) Japonlar 

Kodon123/124/125, 
-ACCCCACC 

�o Tayvanlılar 

Kodon124, -A �o Ruslar 
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Kodon124/125/126, +CCA �o Ruslar 

Kodon125, -A �o Japonlar 

Kodon126, -T �o (Hb Vercelli) �talyanlar 

Kodon126, GTG�GGG �o (HbNeapolis) �talyanlar, Almanlar, 
Tayvanlılar 

Kodon126/127/128/129/130/131, 
-17 bp 

�o Pakistanlılar 

Kodon127, CAG�TAG 
(Gln�stop kodon) 

�o �ngilizler 

Kodon127, CAG�CCG 
(Gln�Pro) 

�o (Hb Houston) Britanyalılar 

Kodon127, CAG�CGG 
(Gln�Arg) 

�o Fransızlar 

Kodon127/128, -AGG 
(Gln Ala�Pro) 

�o (Hb Gunma) Japonlar 

Kodon128/129, -4 bp, +5 bp ve 
Kodon 132/133/134/135, -11 bp 

�o �rlandalılar 

Kodon 134/135/136/137, -10 bp, 
+4 bp 

�o Portekizliler 

Ba�lık Bölgesi (CAP Site) Mutasyonları 
 

Cap +1, A�C �+ Asya Hintlileri 

Ba�langıç Kodonu Mutasyonları 
 

ATG�GTG �o Japonlar 

ATG�ACG �o Yugoslavlar 

ATG�AGG �o Çinliler, Koreliler, Kuzey Avrupalılar 

ATG�ATA �o �talyanlar, �sveçliler 

ATG�ATC �o Japonlar 

ATG�ATT �o �ranlılar 

3’ UTR Mutasyonları 
 

3’ UTR +6, +1,480; C�G �+ Yunanlılar (+6, C�G olarak da bilinir) 

3’ UTR +1,565’den +1,577’e;  
-13 bp 

�+? Türkler 

3’ UTR +1,570; T�C �+? �rlandalılar 

Poliadenilasyon (poly A) ile �lgili Mutasyonlar 
 

AATAAA�AACAAA �+ Amerikalı zenciler 

AATAAA�AATGAA �+ Akdenizliler 
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AATAAA�AATAGA �+ Malezyalılar 

AATAAA�AATAAG �+ Kürtler 

AATAAA�AAAA  
(-AT veya -TA) 

�+ Fransızlar 

AATAAA�A (-AATAA) �+ Araplar 

 

 

2.2.1.1. Gen Delesyonları 

 �-talasemilerin aksine �-talasemide gen delesyonları çok sık gözlenmez. Bugüne 

kadar yakla�ık 17 tane gen delesyonu tanımlanmı�tır. � geninin 3’ ucundaki 619 bç 

delesyonu Pakistan ve Hindistan’daki, Sind ve Gujarati popülasyonunda görülen �-

talasemilerin %50’sinden sorumludur4,6, 25, 29. 

 

2.2.1.2.Transkripsiyonel Mutasyonlar 

 � geninin promotör bölgesinde birçok baz de�i�imi tanımlanmı�tır. CAP 

bölgesinde CCAAT ve ATA kutusunda görülen mutasyonlar RNA polimerazın, � genine 

ba�lanma ve transkripsiyonu ba�latma yetene�ini azaltır. � mRNA transkripsiyonu bu 

durumdan etkilenir ve � mRNA miktarı azalır25. Bütün olguların fenotipi, �+ talasemidir29. 

 

2.2.1.3. RNA ��lemlenme Mutasyonları 

 mRNA’nın çekirde�e girmesini engelleyen tek baz mutasyonudur. Ekson ve 

intronun ba�lanma noktasında 5’ GT (donor) 3’ AG (receptör) bölgesinde gözlenir. Bu 

splice noktasındaki tek baz de�i�ikli�i splicingi bozar ve �o talasemi fenotipini 

olu�turur4,25,29. �-talaseminin farklı tipleri IVS I konsensus sekansındaki tek baz de�i�imine 

ba�lıdır4. 

 

2.2.1.3.1. Splice Kav�a�ındaki Mutasyonlar 

 Bu sekanstaki mutasyonlar splicingi farklı oranlarda etkiler ve kriptik bölge 

çevresinde alternatif bir splicing olu�turur. IVS I-5’deki bir mutsyonla G�C veya T 

de�i�imi; � zincir üretiminde orta derecede bir azalma ve �iddetli �+ talasemi ile 

sonuçlanır. Di�er taraftan IVS I-6’da T’nin C ile de�i�imi � yapımında orta derecede bir 

azalmaya neden olur. Bu mutasyon Akdeniz bölgesinde görülen � talaseminin Portekiz 

formu olarak adlandırılmaktadır4. 
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2.2.1.3.2. Konsensus Dizi De�i�ikliklerine Neden Olan Mutasyonlar 

Ökaryotik hücre genlerindeki intron-ekson ba�lanma bölgelerinde yer alan 

konsensus dizilerde meydana gelen de�i�iklikler de � talasemiye neden olmaktadır. Bu 

diziler donör bölgelerdeki eksonların son üç nükleotidi ile intronun ilk altı nükleotidini, 

akseptör bölgede ise intronun son 10 nükleotidi ile eksonun ilk nükleotidinden olu�ur. Bu 

mutasyonlar � talasemiye sebep olurlar2.  

 

2.2.1.3.3. �ntronlardaki De�i�iklikler 

� geninin içinde GT ve AG dinükleotidleri splice kav�akları dı�ında birçok yerde 

bulunabilir. Ancak bunlar normal splicing i�leminde donör ve akseptör olarak 

kullanılmazlar. Kriptik bölgeler olarak adlandırılan bu yerlerde olu�an bazı mutasyonlar 

yeni splice bölgelerini olu�tururlar. En yaygın görüleni IVS I-110’daki baz de�i�imidir. Bu 

bölge 3’ akseptör splice bölgesinde A-G yokmu� gibi i�lem görür. 110. pozisyondaki 

G�A de�i�ikli�i �+ talasemi fenotipine neden olur2,4. 

 � globin geninin ikinci intronunda da mutasyon saptanmı�tır. IVS 2’de pozisyon 

654’de A�G de�i�imi anormal � globin zincir sentezine neden olur. Fenotipi ise �o 

talasemidir4. 

 

2.2.1.3.4. Kodlanan Bölgedeki Mutasyonlar 

 � globin geninin ekson 1’de kodon 24-27 IVS 1 donör bölgesinde gizli mutasyon 

bölgesi vardır. Bu bölge G�T dinükleotidini içerir ve kom�u de�i�imler bu bölgenin 

aktivasyonunu sa�lar. Normal ekson/intron ba�lantı bölgesi yerine burada anormal 

splicing olu�ur ve �iddetli �+ talasemi olu�ur4. 

 Kodon 19 (A�G), 26 (G�A) ve 27 (G�T) mutasyonları mRNA azalması ve 

anormal splicing ile sonuçlanır4. 
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2.2.1.4. RNA Translasyon Mutasyonları 

 

2.2.1.4.1. Anlamsız Mutasyonlar 

 Tek bir nükleotidin yer de�i�tirmesi sonucu normalde bir aminoasidi kodlayan 

kodon, translasyonun durdurulması sinyalini veren durdurucu kodon (stop kodon: UAA, 

UAG veya UGA) haline gelir. Mutasyonun oldu�u kodondan itibaren globin zincir üretimi 

normalden önce durur. En yaygın görüleni Kodon 39 C�T (CAG�TAG) mutasyonudur. 

Akdeniz Bölgesi’nde yüksek sıklıkta görülen bu mutasyon sonucu �o talasemi fenotipi 

ortaya çıkar39. 

 

2.2.1.4.2. Çerçeve Kayması (Frameshift) Mutasyonları 

 Bir veya birden fazla nükleotidin delesyonu veya insersiyonu sonucu öne veya 

arkaya do�ru (5’�3’ veya 3’�5’ yönünde) olu�an nükleotid kayması ile mutasyon 

bölgesinden sonraki kodonların �ifreleri de�i�erek farklı aminoasitlerin �ifreleri ortaya 

çıkar. Bu mRNA �o talasemi fenotipine neden olur33. 

 

2.2.1.5. Dominant Geçen �-Talasemi ve Stabil Olmayan � Globin Varyantları 

 Son 20 yılda a�ır � talasemiden ayrılamayan sporadik vakalar tanımlanmı�tır. Bu 

tip vakalarda eritrosit prekürsörlerinde inklüzyon cisimcikleri çokça gözlenmektedir. 

Dizi analizleri moleküler düzeyde heterojenite göstermektedir. Fakat ço�u � globin 

geninde ekson 3’de mutasyon içermektedir. Çerçeve kayması veya prematür zincir 

sonlanması gözlenir. Bu düzensizlik uzamı� stabil � globin gen ürünlerini olu�turur. En 

sık görülen mutasyon ise kodon 121’de GAA�TAA de�i�ikli�idir35, 40. 

Bazı � globin zincir varyantları oldukça unstabildir ve tetramer yapma e�ilimi 

gösterirler. Olu�an unstabil hemoglobinler eritrosit prekürsörlerinde ve kanda birikirler. 

Dominant geçen � talasemiden hemolitik anemiye kadar de�i�ik klinik gösterirler. Buna 

örnek olarak hemoglobin Indianapolis verilebilir4, 40. 

 

2.2.1.6. Ba�lık Bölgesi (CAP Site) Mutasyonları 

 �+ talasemi fenotipi ile sonuçlanan +1 A�C yer de�i�imi sonucu transkripsiyon 

azalır, ba�lıklanma yava�lar ve mRNA kararlılı�ı bozulur. Homozigot olarak bulunması 

halinde bile ki�ide heterozigot gibi bulgu veren bir fenotiptir39. 
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2.2.1.7. Ba�langıç Kodonu Mutasyonları 

 Ba�langıç kodonu olan ATG’deki nükleotid de�i�iklikleri sonucu transkripsiyon 

ba�latılamaz ve bunun sonucunda �o talasemi fenotipi olu�ur2. 

 

2.2.1.8. 3’ UTR Mutasyonları 

 3’ UTR bölgesinde +1565’den +1577 nükleotidine kadar olan kısmın delesyonu 

sonucu �+ talasemi fenotipi ortaya çıkar2. 

 

2.2.1.9. Poliadenilasyon Sinyal Mutasyonları 

�o globin mRNA’nın 3’ untranslated bölgesinde AAUAAA dizisi � gen 

transkripsiyonunun kırılma ve poliadenilasyonu için uygundur. Örne�in � globin 

geninin bu bölgesinde TC de�i�imi orta �iddette �+ talasemi ile sonuçlanmaktadır4. 

 

 

2.2.2. Türkiye’de � -Talasemi 

�-talasemi ta�ıyıcılı�ı oranı Türkiye genelinde %2,1 olmakla birlikte, bu sayı 

Türkiye’nin bazı yörelerinde %10’a kadar çıkmaktadır. Akraba evliliklerinin sıklı�ı ve 

do�um hızının yüksekli�i, Türkiye’de beklenilenin de üzerinde �-talasemili çocuk 

do�masının nedenidir. Hastalık, hafif klinikli �-talasemi intermedia ile transfüzyona 

ba�ımlı �-talasemi majör arasında seyreden çok geni� bir yelpazede görülmekle birlikte, 

Türkiye’de �-talasemi majör olguları a�ır basmaktadır. Halen Türk toplumunda 30’dan 

fazla mutasyon tanımlanmı�tır. Bu geni� moleküler çe�itlilik, hastalı�a önlem alma 

stratejilerini ve programlarını önemli ölçüde güçle�tirmektedir. IVS-I-110 Türkiye’de 

en sıklıkla rastlanan �-talasemi mutasyonudur. IVS-I-110’un Türkiye genelinde %40 

olan sıklı�ı, Orta Anadolu’da %50’yi a�makta, buna kar�ılık Do�u ve Güney Do�u 

Anadolu’da %25’lere dü�mektedir. Türkiye’nin co�rafi bölgeleri, mutasyon sıklı�ı ve 

çe�itlili�i açısından kıyaslandı�ında, ülke nüfusunun %50’sini barındıran Batı Anadolu 

ve Akdeniz bölgelerinin, Türkiye genelindeki da�ılımla uyumlu oldu�u ve Kuzey, 

Güney ve Do�u Anadolu bölgelerinin daha az heterojen oldu�u ve kendilerine özgü 

mutasyonlar (-30, -87, FSC8/9, IVS II–745 gibi) içerdi�i görülmektedir10. Bölgemizde 

de en sık 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 II–745 (%4,2), IVS I–6 (%4,2), IVS 
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II–1 (%2,1), Fsc74/75 (%2,1), Fsc 8–9 (%0,8) ve IVS I-5 (%0,4) mutasyonları 

izlemektedir41. 

�-talasemi Türkiye’de önemli bir sa�lık sorunu olu�turmaktadır. Bu hastalı�ın 

henüz kesin tedavisi yoktur, dolayısı ile moleküler tanı ve do�um öncesi erken tanı 

riskli aileler için büyük önem ta�ımaktadır. �-talaseminin moleküler düzeyde çok 

heterojen olması, bundan be� sene önce hastalık tanısı ve önlenmesinde Türkiye için 

çok önemli bir engel olarak nitelendirilirdi. Bugün otomatizasyona yönelik, tek a�amalı 

ve kit yapısında yöntemlerin devreye girmesi ile bu zorluk büyük oranda a�ılmı�tır10. 

 

 

2.3. �-Talasemi Tanısında Kullanılan Moleküler Yöntemler 
 

2.3.1. Klasik Moleküler Yöntemler 

�-talasemi sendromları genetik olarak heterojendir. Bu hastalıkların �iddeti, 

öncelikli olarak gen üzerindeki hasarların tipine göre belirlenmektedir42. Bu nedenle 

hassas ve güvenilir tanısal yöntemlerin kullanılması, �-talaseminin takibi ve 

önlenmesinde kritik bir role sahiptir. Bunlar arasında ARMS ve RFLP yöntemleri tanı 

için temel teknikler olarak kullanılmaktadır43.  

 

2.3.1.1. ARMS (Amplification Refractory Mutation System) 

ARMS, allel-spesifik primerler kullanan PCR’a dayalı bir yöntemdir43. Nokta 

mutasyonlarının ve küçük delesyon veya insersiyonların do�rudan belirlenmesini sa�lar. 

Tipik bir ARMS yöntemi iki tamamlayıcı tepkimeden olu�ur. Birinci tepkime, normal 

DNA dizisine özgül ARMS primeri içerir ve belirli bir yerdeki mutant DNA’yı amplifiye 

edemez. Benzer olarak ikinci tepkime, mutanta özgül primer içerir ve normal DNA’yı 

amplifiye edemez. Bir bireyin genotipi amplifikasyon ürünlerinin analiziyle 

tanımlanabilmektedir. Normal bir birey yalnızca normal tepkimede PCR ürünü 

olu�tururken heterozigot her iki tepkimede, homozigot mutant birey ise yalnızca mutant 

tepkimede PCR ürünü olu�turur44. 

Klasik PCR’dan farklı olarak mutasyona özgü amplifikasyon yapılarak mutant � 

globin allelleri saptanır. Mutant � globin alleline özgü primer sadece mutasyonun 

oldu�u bölgeyi tanırken, mutasyonun olmadı�ı bölgeye yapı�mayacak ve amplifikasyon 

sonuçsuz kalacaktır. Böylece bir tane mutant allele özgü, bir tane bunun zıt bölgesini 
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kar�ılayan, iki tane de genin herhangi bir bölgesini ço�altarak ko�ulların do�rulu�unu 

kontrol etmeye yarayacak toplam dört primerin tek bir tüpte kullanılmasıyla � geninin 

bilinen mutasyonları saptanabilir8,45-48. 

ARMS yöntemi PCR’a dayalı di�er yöntemlerden farklı olarak birçok avantaja 

sahiptir. Yöntem hızlı ve güvenilir olup radyoaktif madde içermez. �nternal kontrollü iki 

tepkimenin kullanımı yalancı pozitif sonuçların elde edilmesini önlemektedir. Yöntem 

genelde herhangi bir mutasyon için geli�tirilebilmesinin yanında, mevcut olan çe�itli 

genetik polimorfizmlerin saptanmasında da kullanılabilir44.  

 

2.3.1.2. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) 

 �nsan genomu çok heterojendir. �nsan genomunda hastalı�a yol açan 

mutasyonlara ve iyi huylu genetik varyasyonlara ek olarak fenotipi etkilemeyen 

yüzlerce polimorfizm’e de rastlanır. Moleküler düzeyde polimorfizm (çok çe�itlilik) 

ki�iden ki�iye nükleotid dizelerinin farklı �ekillerde bulunması demektir. Polimorfik bir 

gende varyant alleller bulunur. Bunlar genetik gösterge olarak kullanılabilirler. 

Polimorfizme genellikle genler arası bölgede veya protein kodlamayan gen içi dizelerde 

rastlanmaktadır. RFLP bir genetik varyanttır ve DNA’yı bir restriksiyon enzimi ile 

parçalara ayırarak incelenebilir. E�er genetik varyant restriksiyon endonükleaz’ın kırma 

bölgesinde de�i�iklik yapmı�sa (normal kırma bölgesi kaybolabilir veya yeni bir kırma 

bölgesi ortaya çıkmı� olabilir), restriksiyon parçalarının uzunlu�u normalden farklı 

olacaktır18.  

Restriksiyon endonükleazlar, çift iplikli DNA molekülünü spesifik dizelerden 

tanıyıp kesen enzimlerdir. DNA üzerindeki bu dizeler genellikle 4-6 baz çifti 

uzunlu�undadır. Birbirinden çok az farklılık gösteren üç farklı sınıfı tanımlanmı�tır. 

Bunlar TipI, TipII ve TipIII’dür. TipII restriksiyon endonükleaz, kesme i�leminde en sık 

kullanılan ve en önemli olanıdır. Bu enzimler genellikle kendilerinin bakteriyel 

orijinlerini belirleyen üç-harfli kısaltma ile isimlendirilirler. Aynı orijine sahip olan 

enzimler arasındaki ayırımı yapmak için Roman rakamları eklenir. Örne�in; HpaI, 

Haemophilus parainfluenza’dan sa�lanmaktadır49. 
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 2.3.2. DNA Mikroarray Yöntemi 

 Önceden tanımlanmı� tekli nükleotid de�i�imlerinin (SNP) güvenilir, kısa ve 

verimli bir yöntem ile te�hisi özellikle rutin tanı ve genetik epidemiyoloji çalı�maları 

açısından büyük önem ta�ımaktadır. Bu amaçla bugüne kadar geli�tirilen yöntemler PCR 

teknolojisinin sundu�u olanaklardan yararlanmı�lardır. SNP’lerin te�hisinde yaygın olarak 

kullanılan yöntemler arasında RFLP, allel spesifik PCR sayılabilir. Bu yöntemler arasında 

RFLP her SNP için uygulanamaz olu�u, allel spesifik PCR’nin ise kesin güvenilirlikle 

optimizasyonunun özellikle bazı SNP’lerin bulundu�u bölgeler için ciddi zorluklar 

çıkarması açısından yaygın uygulamalarında güçlükler ya�anan tekniklerdir. Son yıllarda 

ke�fedilen array teknolojisinin otomasyona uyarlanabilir yapısı nedeniyle rutin analizlerde 

kullanılma imkanı teknolojinin ke�finden bu yana ifade edilen bir husus olmu�tur. 

Mikroarray platformu cam bazlı array’lerden farklı olarak kullanıcının tasarımına açık, 

elektronik array teknolojisine sahip olan ve rutin SNP analizlerinde yüksek güvenilirlik arz 

eden bir sistemdir. Mikroarray; SNP analizlerinin yanısıra STR, gen ifadelenmesi 

analizlerinde ve bilinmeyen mutasyonların saptanmasında da güvenilirlikle 

kullanılabilmektedir50. 

 

 2.3.2.1. DNA Mikroarray Nedir? 

 Watson ve Crick’in DNA’nın moleküler yapısını aydınlatmalarının üzerinden 50 

yıldan fazla zaman geçmi�tir. DNA’nın moleküler yapısının anla�ılmasının ardından 

biyoteknolojik ara�tırmalar da hız kazanmı�tır. Son yıllarda, yeni bir teknoloji olan DNA 

mikroarray teknolojisi biyologlar ve biyomedikal ara�tırmacılar arasında oldukça büyük 

ilgi çekmi�tir. Moleküler biyoloji alanındaki ara�tırmaların hızını önemli derecede arttıran 

yeni ve güçlü bir teknolojidir. DNA mikroarray kavramı 1995 yılında Brown tarafından 

tanımlanmı� olup oldukça yüksek verimde nükleik asit analizi sa�lama kapasitesinden 

dolayı birçok ara�tırmanın konusu olmu�tur. DNA mikroarray analizleri �u anda tek bir 

uygulama ile binlerce hatta milyonlarca farklı DNA dizisini analiz etme imkanı 

sa�lamaktadır. Mikroarray’lerin hassasiyeti, di�er moleküler yöntemlerle belirlenmesi çok 

zor olan küçük farklılıkların tespit edilmesini de mümkün kılmaktadır51-53. 

 �ki nükleotid zincirinden olu�an DNA’nın çift iplikli sarmal yapısının belirlenmesi 

modern moleküler biyolojide bir dönüm noktası olmu�tur. DNA karakterizasyonu yapan 

yöntemlerin ço�u, DNA’nın iki koplementer tek iplikten kısmen veya tamamen 
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komplementer olan çift sarmala �ekillenme yetene�i olan hibridizasyona dayanmaktadır54. 

Hibridizasyon tepkimeleri çözeltideki iki komplementer molekül arasında veya çözeltideki 

bir molekül ve katı bir destek üzerindeki hareketsiz bir komplementer molekül arasında 

meydana gelebilir. DNA çip yöntemleri de tek iplikli floresan moleküller ve çip 

yüzeyindeki tek iplikli dizeler arasındaki hibridizasyon tepkimelerinden yararlanır. 

Hibridizasyon, tüm DNA mikroarray endüstrisinin temel aldı�ı biyokimyasal bir 

yöntemdir55. 

 DNA mikroarray yöntemi, mRNA düzeylerinin çalı�ılmasında en çok kullanılan 

teknoloji olmu�tur. Tek seferde, çok sayıda genin ekspresyon düzeyinin incelenmesine 

olanak sa�layan genel bir yöntem olarak geli�en bir teknolojidir56. 

 

 2.3.2.2. Mikroarray Substratları 

 Geleneksel hibridizasyon yöntemlerinde nitroselüloz ve naylon gibi esnek 

membranlardan yararlanılmı�tır. Bunun aksine mikroarray veya biyoçip yöntemlerinde 

katı yüzeyler kullanılmaktadır. Çip formatlarının avantajı katı yüzeyin gözeneksiz olması 

ve böylece belirlenen bölgede biyokimyasal materyalin küçük miktarlarının depolanabilir 

olmasıdır. Bunun yanısıra naylon ve nitroselüloz gibi gözenekli substratlar, uygulanan 

materyalin difüze olmasına neden olurlar. Gözeneksiz substrat ise biyoçip üretimi ve 

kullanımı sırasında organik ve floresan bile�iklerin hızlı uzakla�tırılmasını sa�layarak 

substrat matriks içindeki çözeltilerin ve örne�in absorbsiyonunu önlemektedir. Gözeneksiz 

yüzey, yüksek örnek deri�imleri ve hızlı hibridizasyon kineti�i sa�layarak küçük örnek 

hacimlerinin kullanılmasına olanak sa�lar. Ayrıca katı bir substrat mikroarray 

elementlerinin kalitesini arttıran de�i�mez bir yapı�ma yüzeyi de sa�lamaktadır55. 

 

 2.3.2.3. Mikroarray’in Kullanım Alanları 

 Mikroarray’ler biyolojik ara�tırmalarda birçok soruya yanıt bulmak için 

kullanılmaktadır56. Biyoçiplerin yani mikroarray’lerin ilk uygulama alanları gen 

ekspresyon analizleridir. Buna ek olarak hibridizasyona dayalı yöntemler; mutasyon 

taraması, polimorfizm analizleri, haritalama ve evrimsel çalı�malarda da 

kullanılabilmektedir. Mikroarray’ler ayrıca proteinlerin nükleik asitlere, küçük moleküllere 

ve di�er proteinlere ba�lanmasının izlenmesinde de kullanım alanı bulmu�lardır. Ancak bu 

uygulamalar henüz geli�tirilmemi�tir. Hibridizasyon analizleri genomik DNA’nın hem 
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kodlanan hem de kodlanmayan bölgelerindeki tek baz de�i�imleri, delesyonlar ve 

insersiyonların belirlenmesini sa�lamaktadır. Aynı zamanda DNA dizisinin miktarının 

ölçülmesinde de kullanılabilmektedir55. 

 Genlerdeki mutasyonlar sonucu olu�an ve genetik hastalıklar olarak adlandırılan 

birçok hastalık bulunmaktadır. De�i�ikli�e u�rayan gen mutant gen olarak adlandırılır. Bu 

genlerin uygun olmayan ekspresyonu veya hiç eksprese olmaması da hastalıkla 

sonuçlanmaktadır. Mikroarray çalı�maları, normal hücrelere kar�ı hastalıklı hücrelerde 

hangi genlerin farklı �ekilde eksprese oldu�unu belirlemek için kullanılmakta ve böylece 

hastalıklarla ilgili olan genlerin belirlenmesiyle normal ve hasta hücreler arasındaki farka 

hedeflenen ilaçların geli�tirilmesi de sa�lanmı� olmaktadır56. 

 Klinik olarak ayırt edilemeyen alt tipleri olan fakat genetik bakımdan heterojen 

olan birçok hastalık (talasemi ve orak hücre anemisi gibi) bulunmaktadır. Bu hastalıklar 

farklı alt tiplere sahip oldukları için ço�unlukla farklı tedaviler gerektirmektedirler. Bu 

nedenle do�ru klinik tanı ve tedavi oldukça kritik bir önem ta�ımaktadır. Mikroarray 

uygulamaları bu hastalıklarda hangi genlerin eksprese oldu�unun belirlenmesinde de 

kullanılabilmektedir56. 

 

 2.3.2.4. Mikroarray’in Avantajları  

 Nükleik asit moleküllerinin i�aretlenmesi ve bunların katı yüzeye yapı�an di�er 

nükleik asitleri analiz etmek için kullanılmaları ilk defa yakla�ık 25 yıl önce uygulanmı�tır. 

Southern blotting olarak adlandırılan bu teknik, radyoizotop veya floresan kuyruk ile 

i�aretlenmi� bir DNA probu kullanılarak gerçekle�tirilir. DNA veya RNA fragmentine 

uygulanan prob, kendine komplementer olan dize ile e�le�erek uygun yere yapı�maktadır. 

 Teknolojideki ilerlemeler DNA analizleri için kullanılan bu yöntemlerin 

minimalize edilmesini sa�lamı� ve böylelikle binlerce DNA veya RNA dizisinin tek bir 

inceleme ile analiz edilmesine olanak vermi�tir. Birçok ara�tırma grupu çe�itli klinik 

problemleri çözmek için DNA mikroarray yöntemini kullanmaktadır51. Mikroarray’lerin 

hassasiyeti, di�er moleküler yöntemlerle belirlenmesi çok zor olan küçük farklılıkların 

saptanmasını da sa�lamaktadır52. 

 Mikroarray yöntemlerinde kullanılan substratlar, geleneksel filtre yöntemlerinde 

kullanılan hacimden (5-50 mL) daha küçük tepkime hacimlerinin (5-200 �L) 

kullanılmasını sa�lamaktadır. Küçük tepkime hacimleri; çözelti tüketimi ve maliyetini 
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azaltırken kullanılan nükleik asit ayıraçlarının deri�imini arttırmaktadır. Geleneksel 

yöntemlerle kar�ıla�tırıldı�ında mikroarray yöntemlerinde deri�im bundan 100.000 kat 

daha fazladır55. 

 Mikroarray’de geleneksel filtreleme yöntemlerinde kullanılan radyoizotoplar 

yerine floresan i�aretlemenin kullanılması; hız, veri kalitesi ve kullanıcı güvenli�i 

açısından büyük bir avantaj sa�lamı�tır. Mikroarray yöntemlerinde kullanılan çoklu renk 

floresansı, tek bir çalı�mada iki veya daha çok biyolojik örne�in aynı anda analizine veya 

ço�altılmasına olanak sa�lamaktadır. Ço�altma i�lemi, hem gen ekspresyonu hem de 

mutasyon tespiti çalı�malarında sonuçların do�rulu�unu büyük ölçüde arttırmaktadır. 

Ayrıca floresana dayalı bu yöntem; charge-coupled device (CCD) kameralar ile 

görüntüleme gibi geli�mi� veri elde etme teknolojilerinden de yararlanmayı mümkün 

kılmaktadır55. 

 

 2.3.2.5. DNA Mikroarray’in Çalı�ma Prensibi 

 DNA mikroarray 100 tane test alanına sahip olan elektronik bir mikrodizin 

platformudur. Çip yapısında DNA test alanlarına ek olarak bulunan kanal sistemi 

örneklerin test alanlarına gönderilmesine, hibridizasyon ve yıkama i�lemlerinin 

yapılmasına olanak sa�lamaktadır50 (�ekil 5). Çip yüzeyindeki DNA test alanları 

streptavidin molekülleri ile kaplıdır. 

 

 

 

 

�ekil 5. Mikroarray çipi50 
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Test alanlarına gönderilecek DNA molekülleri 5’ uçlarından biotin ile i�aretlenirler. DNA 

molekülleri sahip oldukları negatif elektrik yükü sayesinde çip yüzeyindeki test alanlarına 

elektronik olarak gönderilirken ula�tıkları test alanlarına sabitlenebilmeleri için 5’ 

uçlarında bulunan biotin moleküllerinden yararlanırlar. Biotin molekülleri streptavidin ile 

özgül ve güçlü bir ba� kurma özelli�ine sahiptir. SNP analizlerinde 5’ uçlarında biotinle 

i�aretlenmi� PCR ürünlerinin çip yüzeyindeki test alanlarına gönderilmesi tercih 

edilmektedir. Test alanlarına stabil bir �ekilde ba�lanan PCR ürünlerinin analizi mutant ve 

yabanıl tip problarla hibridizasyona tabi tutularak yapılır50.  

 Tanımlanmak istenen SNP’nin yakla�ık olarak ço�altılacak PCR ürününün (200-

400 bç) ortalarına gelmesi istenir. Ürünün biotinle i�aretlenmesi PCR için kullanılan 

primerlerden birinin biotinli olarak kullanılması ile sa�lanır50. 

 

 2.3.2.5.1. Mutant ve Yabanıl Tip ��aretleyici 

 SNP analizlerinde i�aretleyici olarak tanımlanmak istenen SNP’yi 5’ ucunda 

ta�ıyan bir yabanıl tip, bir de mutant tip yakla�ık 10-12 baz çiftlik oligonükleotidler 

tasarlanır. Analiz edilen hedef dizi ile bir alakası olmayan ve uygulanan bütün testler için 

kullanılan floresan i�aretli bu i�aretleyicilerin özgül diziye ba�lanabilmesini sa�layabilmek 

için mutant-yabanıl tip prob dizisinin 5’ ucuna evrensel i�aretleyicinin dizisi de bir kuyruk 

olarak takılır. Böylece hibridizasyon sırasında floresan i�aretli evrensel i�aretleyiciler özgül 

diziye ait problara ba�lanabilir hale gelmi� olur50 (�ekil 6). 

 

 

 
 

�ekil 6. Evrensel i�aretleyici50 
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 2.3.2.5.2. Sabitleyici 

 DNA mikroarray sisteminde, SNP’lerin yabanıl tip veya mutant probların 

hibridizasyonu ile te�hisine kesin güvenilirlik özelli�i kazandırmak için ba�ımsız DNA 

molekülleri arasındaki baz etkile�im enerjisinden (base stacking energy) 

faydalanılmaktadır. Baz etkile�im enerjisi, DNA zincirleri boyunca nükleotidler arasındaki 

elektronların üst üste çakı�ması ile açı�a çıkar50. 

 Diziye özgül i�aretleyici probun 5’ ucunun hemen bitiminden ba�layan 25-35 

nükleotidlik sabitleyici olarak tabir edilen ikinci bir oligo hibridizasyon a�aması gereklidir. 

Hibridizasyon sırasında sabitleyici ve diziye özgül i�aretleyici prob ard arda PCR ürününe 

ba�lanırlar. Ard arda yerle�en sabitleyici 5’ ucundaki baz ile i�aretleyicinin 3’ ucundaki 

baz arasında olu�an “baz etkile�im” enerjisi hibridizasyonun kuvvetini arttıran bir etken 

olarak belirir. DNA mikroarray çipi hibridizasyon sonrası özgül olmayan ba�lanmalardan 

arındırılmak üzere yıkamalara ve artan sıcaklı�a ma�ruz bırakılır. Yabanıl tip probun 

mutant allele, mutant probun ise yabanıl allele ba�lanması, aralarındaki fark yalnızca bir 

bazdan ibaret oldu�u için mümkündür. DNA mikroarray sisteminde uygulanan ısı ve 

yıkama i�lemlerine ek olarak sabitleyicinin yarattı�ı “baz etkile�im” enerjisi mevcuttur. 

Dolayısıyla SNP analizlerinde meydana gelebilecek yanlı� e�le�melerde test alanındaki 

DNA’ya ba�lanmayan tek baz, sabitleyici ve i�aretleyici oligo arasındaki etkile�imi 

de�i�tirecek, bu da yıkama ve ısı uygulamaları sırasında söz konusu yanlı� e�le�mi� 

probların uzakla�tırılmasını iyice kolayla�tıracaktır. Baz etkile�im enerjisinin en dü�ük 

oldu�u ve bu nedenle en çok tercih edilen baz kombinasyonu TA’dır50 (�ekil 7).  

 

 

 

 

�ekil 7. Baz etkile�im enerjileri50 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

 

3.1. Gereçler ve Kimyasal Maddeler 
 

3.1.1. Gereçler 
 
•  UV Spektrofotometre   (Shimadzu UV-120-02) 

•  Santrifüj     (Eppendorf 5403) 

•  Manyetik Karı�tırıcı   (Heidoph MR 2002) 

•  Buz Makinesi    (Scotsman AF-10) 

•  Hassas Terazi    (Mettler AJ 100) 

•  Etüv     (Nüve N 400) 

•  Vorteks     (Nüve NM 110) 

•  Mikrosantrifüj    (Beckman Microfuge E) 

•  Analog pH metre    (Beckman Century SS-1) 

•  Otomatik Pipet    (Gilson P-2,P-10,P-20,P-100, 

      P-200,P-1000) 

•  Elektroforez Güç Kayna�ı  (Bio-Rad Power PAC 300,Pharmacia 

      Electroforesis Power Supply EPS 500/400) 

•  Elektroforez Tankı   (Bio-Rad Mini Protean II Cell, Bio-Rad 

      Sub-CellGT) 

•  Thermal Cycler    (Perkin Elmer GeneAmp PCR System 

      9600) 

•  Thermal Cycler    (Eppendorf Gradient PCR System) 

•  Pürifikasyon pompası   (Millipore) 

•  �letkenlik ölçer    (Horiba Twin Compact Meter) 

•  Çalkalayıcı    (Irma Shaker) 

•  Mikroarray    (Nanogen Nanochip Molecular Biology 

      Workstation) 
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3.1.2. Kimyasal Maddeler 

•  Amonyum Klorür 

•  Amonyum Bikarbonat 

•  NaCl 

•  EDTA-Na2 

•  SDS 

•  Proteinaz K 

•  Doymu� fenol çözeltisi 

•  Kloroform 

•  Etanol 

•  Primerler 

•  dNTP’ler 

•  Taq DNA polimeraz 

•  dH2O 

•  L-Histidin 

•  NaOH 

•  Dü�ük tuz çözeltisi 

•  Yüksek tuz çözeltisi 

 

 

3.2. Örnek Toplama 

Çukurova Üniversitesi Biyokimya Anabilim Dalı’na �-talasemi ön tanısı ile 

ba�vuran ki�ilerin kan örnekleri kullanılmı�tır. Moleküler analizlerde kullanılacak olan 

toplam 52 örne�in DNA’ları Na-EDTA’lı tüplere alınan tam kan lökositlerinden izole 

edilmi�tir. �zole edilen DNA örnekleri kullanılacakları zamana kadar -20°C’de muhafaza 

edilmi�tir. 

 

3.3. Yöntemler 

3.3.1. Tam Kandan DNA �zolasyonu 

Prensip: EDTA’lı tüplere alınan kanın plazması uzakla�tırılarak �ekilli elemanlar 

yıkanıp eritrositler hemoliz edilerek saf lökosit elde edilmi�tir. Proteinaz K ve STE ile 
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muamele edilen lökositlerin hücre zarı parçalanarak proteinler hidroliz edilerek homojen 

karı�ım fenol ile ekstre edilip sulu fazla bulunan DNA alkol ile çöktürülmü�tür57, 58. 

 

3.3.1.1. Lökositten DNA �zolasyonu  

Ayıraçlar 

1. Parçalayıcı (Lizis) Tampon 

 Amonyum Klorür   131,0 mM 

 Amonyum Bikarbonat  0,9 mM 

2. 4 M NaCl 

3. 0,5 M EDTA-Na2 (pH 7,5) 

4. Tampon A 

 %10’luk Sodyum Dodesil Sülfat (SDS) 

 Proteinaz K (10 mg/ml) 

5. Doymu� Fenol Çözeltisi (önceden hazırlanır) 

 250 g kristalize fenol 50 ml saf suda çözülüp e�it hacimde 0,5 M Tris-HCl 

tamponu (pH 8,0) ilave edilerek manyetik karı�tırıcıda 15 dk karı�tırılmı�tır. Çözelti iki 

faza ayrıldı�ında üst faz aspire edilerek üzerine e�it hacimde 0,1 M Tris-HCl tamponu 

eklenip aynı i�lem tekrarlanmı�tır. Bu i�leme fenol fazının pH’sı 8,0 olana kadar devam 

edilmi� ve son deri�imi %0,1 olacak �ekilde 8-hidroksikinolin ilave edilmi�tir. 

6. Kloroform 

7. %70’lik etanol 

8. Saf so�uk etanol 

 

Yöntem 

•  500 �L EDTA’lı tam kan 1,5 mL’lik ependorf tüpüne konmu�tur. 

•  Üzerine 1 mL parçalayıcı tampon eklenerek 3 dk buzda bekletilip 13.000 

devirde 2 dk santrifüj edilerek süpernatan atılmı�tır. Bu i�lem 3 kez 

tekrarlandıktan sonra pellet üzerine 500 �l Tampon A eklenip hafifçe 

karı�tırılarak 37 °C’de bir gece veya 55 °C’de 2 saat bekletilmi�tir. 

•  Süre sonunda tüpe 250 �L fenol, 250 �L kloroform eklenerek karı�tırılmı� ve 1 

dk 13.000 devirde satrifüj edilerek alttaki fenol-kloroform karı�ımı atılmı�tır. Bu 

i�lem 3 kez tekrarlanmı�tır. 
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•  Aynı i�lem 3 kez sadece kloroform ile tekrarlanmı�tır. 

•  Süpernatan ba�ka bir ependorf tüpüne aktarılarak üzerine 1 mL saf etil alkol 

eklenerek tüp yava�ça alt üst edilip DNA’nın ipliksi görünüm alması 

sa�lanmı�tır. Tüp 13.000 devirde 2 dk santrifüj edilmi�tir. 

•  Süpernatan atılır, dipte DNA pellet halinde görülür hale geldikten sonra DNA 

üzerine 1 mL %70’lik etil alkol eklenip karı�tırılmı� ve 13.000 devirde 2 dk 

satrifüj edilmi�tir. 

•  Süpernatan atılıp, tüp ters çevrilerek alkol kurutulmu�tur. 

•  Pelletin büyüklü�üne göre saf su eklenir ve DNA’nın çözülmesi için 1 saat 37 

°C’de bekletilmi�tir. 

•  Çözünen DNA’nın deri�imi hesaplanarak amplifikasyona hazır hale getirilmi�tir. 

 

DNA deri�imi (�g/ml) = OD260 x sulandırma faktörü (50) x 50 

 

3.3.2. ARMS Yöntemi ile Mutasyonların Belirlenmesi 

�zole edilen DNA örneklerinin ilgili bölgeleri PCR ile amplifiye edildikten sonra 

ARMS yöntemi ile mutasyon tanımlanması gerçekle�tirilmi�tir44,47. 

 

Ayıraçlar 

Stok Çözeltiler 

 KCl   2 M 

 TrisHCl, pH 8,3 1 M 

 MgCl2.6H2O  1 M 

 +4 °C’de saklanır. 

10X Cetus Tamponu 

 2 M KCl  1,25 mL 

 1 M Tris.HCl  0,5 mL 

 1 M MgCl2  75 �L 

 Jelatin   5 mg 

 Steril distile su 3,2 mL 

Jelatinin erimesi için 37 °C’de bekletilir. 

Spermidin   1 M 
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PCR Karı�ımı (4 mL) 

 10X Cetus Tamponu   500 �L 

 Steril distile su   2700 �L 

 1,25 mM dNTP karı�ımı  800 �L 

 Spermidin 1 M   4 �L 

dNTP Karı�ımı 

 dNTP’lerin (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) her birinden (100 mM’lık stoktan)  

60 �L alınıp üzerine 4740 �L steril distile su eklenerek 1,25 mM’lık çözelti 

hazırlanmı�tır. 

Primerler 

 Primerler 5 pmol/ �L olacak �ekilde sulandırılmı�tır. 

10X TBE Tamponu pH 8,3 

Tris.HCl    2 M 

Sodyum Asetat 3H2O   1 M 

EDTA-Na2    10 mM 

Saf su ile 1 litreye tamamlanıp pH’ı glasiyel asetik asit ile ayarlanmı�tır. 

 

 

3.3.2.1. Amplifikasyon Ko�ulları 

Amplifikasyon 24,1 �L’lik reaksiyon hacminde gerçekle�tirilmi�tir. Reaksiyon 

karı�ımı; PCR karı�ımı, mutasyonu içeren bölgeye özgü ARMS primeri, ortak primer (1 

veya 2), sabit primer, genomik DNA ve Taq polimeraz içermektedir44. 

 

Amplifikasyon Protokolü 

 PCR Karı�ımı   20 �L 

 Ortak primer 1 veya 2  1 �L 

 5’ sabit primer   1 �L 

3’ sabit primer   1 �L 

gDNA (0,5-1 �g/mL)  1 �L 

Taq polimeraz (5 U/uL) 0,1 �L 
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� ARMS yönteminde kullanılan ortak ve sabit primerler44,47 

 

Ortak primer 1 5’  ACC TCA CCC TGT GGA GCC AC 3’ 

Ortak primer 2 5’  CCC CTT CCT ATG ACA TGA ACT TAA 3’ 

5’ sabit primer 5’  CAA TGT ATC ATG CCT CTT TGC ACC 3’ 

3’ sabit primer 5’  GAG TCA AGG CTG AGA GAT GCA GGA 3’ 

 

 

� �-talasemi mutasyonlarına özgü kullanılan ARMS primerleri Çizelge3’de 

gösterilmi�tir. 

 

Çizelge 3. ARMS primerleri 44 

 

IVS I-110 (G�A)  mutant 5’ ACC AGC AGC CTA AGG GTG GGA AAA TAC ACT 3’ 

IVS I-110 (G�A)  normal 5’ ACC AGC AGC CTA AGG GTG GGA AAA TAC ACC 3’ 

IVS I-1 (G�A)      mutant 5’ TTA AAC CTG TCT TGT AAC CTT GAT ACG AAT 3’ 

IVS I-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 AAA GAA CCT GTA 3’ 

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’ 

IVS II-1 (G�A)     normal   5’ AAG AAA ACA TCA AGG GTC CCA TAG ACT GAC 3’ 

Cd 6 (-A)                mutant 5’ CCC ACA GGG CAG TAA CGG CAG ACT TCT GCC 3’ 

Cd 6 (-A)                normal 5’ CCC ACA GGG CAG TAA CGG CAG ACT TCT GCT 3’ 

IVS II-745 (C�G)  mutant 5’ TCA TAT TGC TAA TAG CAG CTA CAA TCG AGG 3’ 

IVS II-745 (C�G)  normal 5’ TCA TAT TGC TAA TAG CAG CTA CAA TCG AGC 3’ 

- 87 (C�G)             mutant 5’ CAC TTA GAC CTC ACC CTG TGG AGC CAC CCG 3’ 

- 87 (C�G)             normal 5’ CAC TTA GAC CTC ACC CTG TGG AGC CAC CCC 3’ 
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PCR Programı 

PCR programı 25 döngü; 94°C’de 1 dk (denatürasyon), 65°C’de 1 dk (yapı�ma) 

ve 72°C’de 1 dk (uzama) olacak �ekilde gerçekle�tirilmi�tir. Son olarak 72°C’de 3 dk 1 

döngü �eklinde tamamlanmı�tır44.  

 

Agaroz Jel Elektroforezi 

 

Ayıraçlar 

%2’lik Nuesive-Agaroz Jel 

NuSieve  1 g 

Agaroz   1 g 

100 mL 0,5xTBE tamponu içinde mikrodalga fırında eritilerek hazırlanmı�tır. 

 

Yükleme Tamponu 

Brom fenol mavisi %0,05 

Gliserol  %10 

Ficoll   %15 

 

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

Tris baz   54,0 g 

Borik Asit   27,5 g 

EDTA (0,5 M pH 8,0) 20 mL 

1 L saf suda çözülerek hazırlanmı�tır. 

 

Etidyum Bromür Çözeltisi 

EtBr 5 �g/mL olacak �ekilde saf suda çözülerek hazırlanmı�tır. 

 

PCR sonunda amplifiye olan üründen 20 �L alınarak 2 �L yükleme boyası ile 

karı�tırıldıktan sonra %2’lik agaroz jele uygulanıp 150 voltta 30 dk yürütülmü�tür. 

Elektroforez sonrası jel etidyum bromür ile 3 dk boyanıp boyanın fazlası saf su ile 

yıkanarak temizlenmi�tir. DNA parçaları UV ile görünür hale getirilerek foto�rafı 

çekilmi�tir.  
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Homozigot olgular mutant çalı�mada çift bant, normal çalı�mada ise tek bant 

verirler. Heterozigot olgular hem mutant hem de normal çalı�mada çift bant verirler. 

Normal olgular ise mutant çalı�mada tek bant, normal çalı�mada çift bant verirler. 

 

3.3.3. DNA Mikroarray Yöntemi ile Mutasyonların Belirlenmesi 

�zole edilen DNA örneklerinin ARMS yöntemi ile mutasyonları tespit edildikten 

sonra DNA mikroarray yöntemine geçilerek aynı örnekler için tekrar mutasyon taraması 

yapılmı�tır. DNA mikroarray yöntemi; amplifikasyon, safla�tırma, yükleme, okutma ve 

analiz olmak üzere 5 basamakta gerçekle�tirilmi�tir59. 

 

3.3.3.1. Amplifikasyon  

Amplifikasyon Ko�ulları: Genomik DNA’nın amplifikasyonu için NanoChip 

Molecular Biology Workstation Beta Talasemi Amplifikasyon kiti kullanılmı�tır. Kit, 

amplifikasyon için “oligo-mix” reaksiyon karı�ımlarını içermektedir. Tam kan 

lökositlerinden elde edilen genomik DNA, ilgilenilen bölgeyi içeren dört amplikon elde 

edilebilmesi amacı ile iki çift amplifikasyonda kullanılmı�tır59. Elde edilecek 

amplikonlarda bulunan mutasyonlar Çizelge 4’de, kit içerisinde bulunan “oligo-mix 1” 

ve “oligo-mix 2” çözeltilerinin içeri�i ise Çizelge 5’de gösterildi�i gibidir59. 

 

 

Çizelge 4. Amplikonlarda yer alan mutasyonlar59 

 

Amplikon Mutasyonlar 

1 IVS I-110, Cd39 

2 IVS I-1, IVS I-6, IVS II-1 

3 IVS II-745 

4 -87, Cd6 
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Çizelge 5. Oligo-mix 1 ve Oligo-mix 2 çözeltilerinin içeri�i59 

 

Çözelti Miktar �çindeki maddeler 

Oligo-mix 1 2 x 1350 �L 500 nM oligonükleotidler, 
KCl, Tris-HCl, Triton X-
100, MgCl2, dNTPs, Biotin 
 

Oligo-mix 2 2 x 1350 �L 500 nM oligonükleotidler, 
KCl, Tris-HCl, Triton X-
100, MgCl2, dNTPs, Biotin 
 

 

 

PCR Programı: Amplifikasyon 1 döngü 95°C’de 15 dk; 35 döngü 95°C’de 1 

dk, 57°C’de 1 dk, 72°C’de 1 dk ve son olarak 1 döngü 72°C’de 10 dk olacak �ekilde 

gerçekle�tirilmi�tir59.  

Amplifikasyondan önce oligo-mix 1 ve oligo-mix 2 için iki ayrı tüp hazırlanmı� 

ve her bir tüpte 5 U/�L Taq polimeraz stok çözeltisi Çizelge 6’da gösterildi�i gibi 

1,5U/reaksiyon olacak �ekilde sulandırılarak ilave edilmi�tir. Her bir örnek için; 45 �L 

oligo-mix 1+Taq ve 45 �L oligo-mix 2+Taq karı�ımı ilave edilmi�tir. Hazırlanan 

karı�ımlar üzerine 5 �L DNA eklenerek örnekler amplifiye edilmi�tir59. 

PCR sonunda amplifiye olan üründen 20 �L alınarak 2 �L  yükleme tamponu ile 

karı�tırıldıktan sonra %2’lik agaroz jele uygulanmı� ve 150 voltta 30 dk yürütülmü�tür. 

Elektroforez sonrası jel etidyum bromür ile 3 dk boyanmı� ve boyanın fazlası saf su ile 

yıkanarak temizlenmi�tir. DNA parçaları UV ile görünür hale getirilerek foto�rafı 

çekilip amplifikasyon kontrolü yapılmı�tır. 
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Çizelge 6. Taq polimeraz stok çözelti dilüsyonları59 

 

Örnek Sayısı Enzim Miktarı Oligo-mix 1 Miktarı Oligo-mix 2 Miktarı 

5 1,5 �L 225 �L 225 �L 

10 3,0 �L 450 �L 450 �L 

15 4,5 �L 675 �L 675 �L 

20 6,0 �L 900 �L 900 �L 

25 7,5 �L 1125 �L 1125 �L 

30 9,0 �L 1350 �L 1350 �L 

35 10,5 �L 1575 �L 1575 �L 

40 12,0 �L 1800 �L 1800 �L 

45 13,5 �L 2025 �L 2025 �L 

50 15,0 �L 2250 �L 2250 �L 

 

 

3.3.3.2. Safla�tırma 

Safla�tırma i�lemi a�a�ıdaki �ekilde gerçekle�tirilmi�tir; 

- Her bir örne�in oligo 1 ve oligo 2 için ayrı ayrı amplifiye edilen ürünlerinden 

e�it miktarda (45 �L + 45 �L = 90 �L) alınmı�tır. 

- Üzerine 100 �L dH2O eklenip 

- Bu �ekilde hazırlanan karı�ımlar her örnek için bir kuyucuk kullanılacak 

�ekilde safla�tırma taba�ına aktarılarak safla�tırma pompası üzerine yerle�tirilip 15 inç 

Hg (500 mbar) olacak �ekilde 10–15 dk basınç uygulanmı�tır.  

- Süre sonunda kuyucuklara tekrar 100 �L dH2O eklenip 

- Tüm kuyucuklardaki miktarlar bitince safla�tırma taba�ı pompadan alınarak 

her bir kuyucu�a 200 �L 50 mM L-Histidin eklenip 5 dk çalkalama i�lemi 

gerçekle�tirilmi�tir. Bu �ekilde safla�tırılan ürünler DNA mikroarray yönteminde 

kullanılmak üzere hazır hale getirilmi�tir59.  

* Safla�tırma i�lemine ba�lamadan önce kullanılacak olan dH2O’nun iletkenli�i 

ölçülmü�tür. dH2O’nun iletkenli�i 15 �S/cm’yi geçmemelidir. 

 

 



 37 

3.3.3.3. Yükleme  

 Safla�tırma i�leminin ardından elde edilen ürünlerden 100 �L alınarak 

mikroarray taba�ına (96 kuyucuklu) yükleme i�lemi gerçekle�tirilmi�tir. Tüm ürünler 

bu �ekilde yükleme taba�ına her kuyucukta bir örnek olacak �ekilde (toplam 52 

kuyucuk) uygulanmı�tır. En son kuyucu�a ise analiz sırasında arka planı olu�turacak 

olan 50 mM L-Histidin’den 200 �L yüklenmi�tir. Histidinden sonraki kuyucu�a ise 200 

�L NaOH (denatüran olarak) uygulanmı�tır. 

 * Kullanılan 100 mM’lık histidinin iletkenli�i 200 �S/cm’den küçük olmasına 

dikkat edilmi�tir.. 

 

3.3.3.4. Okutma 

 Mikroarray taba�ına yüklenen örneklerin her biri çip üzerinde belirlenen ayrı 

ayrı kuyucuklara cihaz tarafından otomatik olarak yüklenmi�tir. Okutma i�lemine 

geçilmeden önce çip üzerindeki DNA’ların denatüre olmasını sa�lamak amacı ile çip 

yüzeyi 0,3 M NaOH ile yıkanmı�tır. Örneklerin denatürasyonu tamamlandıktan sonra 

her mutasyona özgü toplam 8 i�aretleyici (IVS I–110, Cd39, IVS I–1, IVS II–1, IVS I–

6, IVS II–745, Cd6, -87) çip yüzeyine teker teker gönderilmi� ve okutma i�lemi 

gerçekle�tirilmi�tir. 

 

3.3.3.5. Analiz 

 Veri analizinde, örneklerden alınan sinyaller de�erlendirilirken öncelikle bir 

örnekten alınan kırmızı ve/veya ye�il sinyallerin asgari 50 düzeyinde olup olmadı�ı 

kontrol edilmi�tir (Sinyallerden en az biri bu düzeyi a�amamı�sa söz konusu örnek 

de�erlendirmeye alınmamı�tır). Sonuçların de�erlendirilmesinde iki türlü sinyal 

bulunmaktadır. Bunlar geri plan kırmızı/ye�il sinyaller ve özgül kırmızı/ye�il 

sinyallerdir50. 

Geri plan sinyalleri; çipe yüklenen histidin üzerinden alınan özgül olmayan ye�il 

ve kırmızı sinyallerdir. Geri plan sinyalleri ile örneklerden alınan özgül sinyallerden biri 

arasında, özgül sinyallerin sa�lıklı sınırda de�erlendirilebilmesi için, 5’e 1 veya daha 

fazla oranda bir fark bulunması gerekmektedir. Bunlardan biri örneklerden alınan 

sinyalin arka plan sinyale oranı (örnek/histidin), di�eri ise kırmızı sinyalin ye�il sinyale 

oranıdır (kırmızı/ye�il). Geri plan kırmızı veya ye�il sinyallerinden en az birine göre 
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özgül sinyalleri 5’e 1 veya üzeri oranı tutturamayan örnekler de�erlendirilmemi�tir. Bu 

oran istatistiksel olarak hesaplanmı� standart sapma de�erinin 3 katı kullanılarak ve 

kesin do�ruluk arz eden sonuçlar elde etmek üzere belirlenmi�tir. Do�ru belirlemelerin 

yapılabilmesi için heterozigot kontrollerde, hem kırmızı hem de ye�il kanalların 5:1 

kriterini geçmi� olması gerekmektedir. Homozigot örneklerde ise kırmızı veya ye�il 

kanalın bu oranı yakalaması esastır50. 

Özgül sinyaller; örneklerden alınan özgül ye�il ve kırmızı sinyallerdir. Bu 

sinyallerin birbirine olan oranı ile örne�in genotipi belirlenir. Buna göre; 1:1 – 1:2 

arasındaki oranlarda örnek heterozigot, 1:5 ve üzerindeki oranlarda yüksek olan sinyal 

kırmızı ise mutant, ye�il ise yabanıl tip, 1:2’den fazla veya 1:5’den az oldu�unda ise 

genotipleme yapılamaz50. Bu de�erlendirmenin �ematik anlatımı �ekil 8’de 

gösterilmi�tir. 
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�ekil.8. Mikroarray analiz de�erlendirmesinin �ematik gösterimi50 



 40 

4. BULGULAR 
 

 

Çalı�ma grubu, Ç.Ü Tıp Fakültesi Biyokimya Anabilim Dalı’na talasemi ön 

tanısı ile gelmi� olan ki�ilerden olu�maktadır. Toplam 52 bireyden alınan kan 

örneklerinin genomik DNA’larının izole edilmesinin ardından ARMS yöntemi ile �-

talasemi mutasyon tipleri saptanmı�tır. Mutasyon sonuçları incelendi�inde; 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 mutasyonlarını içerdi�i gözlenmi�tir. Ayrıca 13 olgunun homozigot, 

3 olgunun da çift heterozigot özellik gösterdi�i tespit edilmi�tir. Bu olguların mutasyon 

tipleri Çizelge 7’de gösterildi�i gibidir.  

 

 

Çizelge 7. Olguların ARMS yöntemi sonucunda elde edilen �-talasemi mutasyon tipleri 

 

No �sim Mutasyon Tipi 

1 A.D. IVS I-110 / IVS I-110 

2 Z.A. Cd39 / Cd39 

3 B.M. IVS I-1 / N 

4 D.K. IVS I-6 / N 

5 S.K. IVS II-1 / N 

6 O.K. IVS II-745 / N 

7 F.A. IVS I-110 / N 

8 T.Ç. IVS I-110 / N 

9 B.M.Ü. IVS I-1 / N 

10 �.K. IVS I-6 / N 

11 B.C IVS II-1 / N 

12 T.A. IVS II-1 / N 

13 Z.B. Cd39 / N 

14 M.K. IVS I-110 / N 

15 N.K. IVS I-110 / N 

16 A.K. IVS I-110 / IVS I-110 
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17 H.K. IVS I-1 / IVS I-1 

18 F.Ö. IVS I-6 / IVS I-6 

19 E.C.Ç. IVS I-6 / IVS I-6 

20 M.N.E. IVS I-110 / N 

21 Y.S. IVS I-110 / IVS I-1 

22 B.B. IVS I-110 / IVS I-110 

23 G.S. IVS I-110 / IVS II-1 

24 Z.K. IVS I-110 / IVS I-110 

25 A.G. IVS II-1 / N 

26 C.K. IVS I-1 / N 

27 H.K. IVS II-1 / N 

28 G.K. Cd 39 / N 

29 M.B. IVS II-1 / IVS II-1 

30 O.A. IVS II-1 / N 

31 M.E. Cd39 / N 

32 Ç.K. IVS I-110 / N 

33 F.G. IVS I-1 / N 

34 N.A. IVS II-745 / IVS II-745 

35 M.T. IVS I-110 / IVS I-110 

36 F.T. IVS I-1 / N 

37 H.A. IVS I-6 / N 

38 C.G. IVS I-6 / N 

39 T.E. Cd39 / N 

40 A.G. IVS I-1 / N 

41 N.S. IVS I-110 / IVS I-6 

42 F.S. IVS I-110 / N 

43 Z.A. IVS I-110 / N 

44 S.E. IVS I-110 / N 

45 S.B. Cd39 / Cd39 

46 H.B. IVS I-1 / N 

47 A.S. IVS I-110 / N 
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48 D.B. IVS I-1 / N 

49 S.Y. IVS II-745 / N 

50 A.S. IVS I-1 / N 

51 M.E.K. IVS I-1 / N 

52 S.Y. IVS II-745 / IVS II-745 

 

 

IVS I-110 ve IVS I-1 mutasyon taramaları için ARMS yöntemi ile yapılan 

amplifikasyonun %2’lik agaroz jeldeki görünümü �ekil 9 ve 10’da gösterilmi�tir. IVS I-

1 mutasyonu için yapılan amplifikasyon kontrolünün IVS I-110 mutasyonuna göre daha 

zayıf oldu�u gözlenmi�tir. 

 

 

 

 

 

�ekil 9. IVS I-110 mutasyon taraması için ARMS yöntemi ile yapılan amplifikasyonun %2’lik agaroz 

jeldeki görünümü.  1- Heterozigot örnek, 2- Heterozigot örnek, 3- Homozigot mutant örnek, 4- Negatif 

kontrol, 5- Pozitif kontrol; M: mutant, N: normal 

 

 

 

 

 

  1         2        3        4        5 
M 

N 
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�ekil 10. IVS I-1 mutasyon taraması için ARMS yöntemi ile yapılan amplifikasyonun %2’lik agaroz 

jeldeki görünümü. 1- Homozigot mutant örnek, 2- Negatif kontrol, 3- Pozitif kontrol; M: mutant, N: 

Normal 

 

 

Çalı�manın ikinci a�amasında izole edilen DNA örnekleri mikroarray analizi için 

mikroarray primerleri ile tekrar amplifiye edilmi�tir. Amplifikasyonu takiben 

safla�tırılan örnekler mikroarray yönteminde kullanılmak üzere hazır hale getirilmi� ve 

mikroarray ile mutasyon taraması yapılmı�tır.  

Mikroarray analizi için Nanogen �-Talasemi kiti kullanılmı�tır. Kit içerisinde 

toplam 8 farklı mutasyona özgü (IVS I-110, Cd39, IVS I-1, IVS II-1, IVS I-6, IVS II-

745, Cd6, -87) prob ve sabitleyici bulunmaktadır. Her bir mutasyon için ayrı ayrı 

okutma yapılarak mutasyonlar tespit edilmi�tir (Her mutasyon için mutlaka bir kontrol 

örne�i belirlenmi�tir).  

Amplifikasyon sonucu elde edilen biyotin i�aretli amplikonlar çip üzerinde tek 

bir ped üzerine adreslenmi�tir. Amplikonların i�aretleyiciler yardımı ile hibridize 

edilmesinin ardından çip yüzeyi ikili lazer sisteminin kullanımı ile taranmı�tır. Her bir 

mutasyon, normal allele komplementer olan bir probla beraber mutasyonlu diziye 

komplementer olan bir probun kullanımı ile tespit edilmi�tir. Her bir prob farklı bir 

floresan ile i�aretlendi�i için iki farklı dalga boyundaki floresan yo�unlu�u ölçülerek 

her bir örne�in genotipinin belirlenmesi mümkün olmu�tur.  

Olguların DNA mikroarray analiz sonuçları incelendi�inde; 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-

       1              2               3         

M 

N 
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745 mutasyonlarını ta�ıdı�ı belirlenmi�tir. Ayrıca 13 olgunun homozigot, 3 olgunun da 

çift heterozigot özellik gösterdi�i tespit edilmi�tir. Elde edilen sonuçlar Çizelge 8’de 

gösterildi�i gibidir. Mikroarray ile yapılan mutasyon taraması sonucunda hiçbir olguda 

Cd6 ve -87 mutasyonları tespit edilmemi�tir. Oligo-mix 1 ve oligo-mix 2 ile yapılan 

amplifikasyon kontrolünün %2’lik agaroz jel görünümü �ekil 11 ve �ekil 12’de 

gösterilmi�tir. 

 

 

Çizelge 8. Olguların mikroarray çalı�ması sonucu elde edilen �-talasemi mutasyon tipleri 

 

No �sim Mutasyon Tipi 

1 A.D. IVS I-110 / IVS I-110 

2 Z.A. Cd39 / Cd39 

3 B.M. IVS I-1 / N 

4 D.K. IVS I-6 / N 

5 S.K. IVS II-1 / N 

6 O.K. IVS II-745 / N 

7 F.A. IVS I-110 / N 

8 T.Ç. IVS I-110 / N 

9 B.M.Ü. IVS I-1 / N 

10 �.K. IVS I-6 / N 

11 B.C. IVS II-1 / N 

12 T.A. IVS II-1 / N 

13 Z.B. Cd39 / N 

14 M.K. IVS I-110 / N 

15 N.K. IVS I-110 / N 

16 A.K. IVS I-110 / IVS I-110 

17 H.K. IVS I-1 / IVS I-1 

18 F.Ö. IVS I-6 / IVS I-6 

19 E.C.Ç. IVS I-6 / IVS I-6 

20 M.N.E. IVS I-110 / N 

21 Y.S. IVS I-110 / IVS I-1 
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22 B.B. IVS I-110 / IVS I-110 

23 G.S. IVS I-110 / IVS II-1 

24 Z.K. IVS I-110 / IVS I-110 

25 A.G. IVS II-1 / N 

26 C.K. IVS I-1 / N 

27 H.K. IVS II-1 / N 

28 G.K. Cd 39 / N 

29 M.B. IVS II-1 / IVS II-1 

30 O.A. IVS II-1 / N 

31 M.E. Cd39 / N 

32 Ç.K. IVS I-110 / N 

33 F.G. IVS I-1 / N 

34 N.A. IVS II-745 / IVS II-745 

35 M.T. IVS I-110 / IVS I-110 

36 F.T. IVS I-1 / N 

37 H.A. IVS I-6 / N 

38 C.G. IVS I-6 / N 

39 T.E. Cd39 / N 

40 A.G. IVS I-1 / N 

41 N.S. IVS I-110 / IVS I-6 

42 F.S. IVS I-110 / N 

43 Z.A. IVS I-110 / N 

44 S.E. IVS I-110 / N 

45 S.B. Cd39 / Cd39 

46 H.B. IVS I-1 / N 

47 A.S. IVS I-110 / N 

48 D.B. IVS I-1 / N 

49 S.Y. IVS II-745 / N 

50 A.S. IVS I-1 / N 

51 M.E.K. IVS I-1 / N 

52 S.Y. IVS II-745 / IVS II-745 
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�ekil 11. Oligo-mix 1 ile yapılan amplifikasyon kontrolünün %2’lik agaroz jel görünümü. 1- Belirteç; 

2,3,4,5,6,7,8,9,10,11- amplifiye olan örnekler 

Belirteç olarak Hinf I kullanılmı�tır 

 

 

 

 

 

             

 

�ekil 12. Oligo-mix 2 ile yapılan amplifikasyon kontrolünün %2’lik agaroz jel görünümü. 1- Belirteç; 

2,3,4,5,6,7,8,9,10- amplifiye olan örnekler 

Belirteç olarak Hinf I kullanılmı�tır 

 

 

303 bç 
258 bç 

470 bç 
 
254 bç 
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  1      2      3      4      5      6      7      8      9    10 
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Pürifikasyonu takiben yapılan DNA mikroarray analiz grafikleri �ekil 13 ve 

14’de gösterilmi�tir. 

 

 

 

 

�ekil 13. IVS I–110 için yapılan mikroarray analiz grafi�i. 1 ve 16: Homozigot mutant örnekler; 2, 3, 4, 

5, 6, 9, 10, 11, 12, 13, 17, 18, 19: Homozigot normal örnekler; 8, 14, 15, 20: Heterozigot örnekler  

(7 numaralı örnek kontrol olarak kullanılmı�tır) 

 

 

 

 

 

�ekil 14. IVS I–1 için yapılan mikroarray analiz grafi�i. 17: Homozigot mutant örnek; 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 

10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 18, 19, 20: Homozigot normal örnekler; 9: Heterozigot örnek  

(3 numaralı örnek kontrol olarak kullanılmı�tır) 
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Çalı�mamızda, DNA mikroarray yönteminin �-talasemi prenatal tanısında rutin 

uygulamaya geçirilebilmesi amacı ile yöntem kar�ıla�tırılması yapılmı�tır. �-talasemi 

moleküler tanısında kullanılan klasik yöntemler ve DNA mikroarray yöntemi ile yapılan 

analizler sonucunda belirlenen 8 mutasyona ait allel sayıları Çizelge 9’da gösterilmi�tir. 

Teorikte yöntemler arasında fark olmadı�ı gözlemlenmesine ra�men pratikte DNA 

mikroarray yönteminin klasik yöntemlere oranla çok büyük avantajlar sa�ladı�ı 

belirlenmi�tir.  

Laboratuvarlarda kullanılacak olan yöntemlerin seçimi duyulan ihtiyaca göre 

yapılmaktadır. En iyi yöntem kendisinden beklenen ihtiyaçların tümünü kar�ılayandır. 

Yöntem seçimini etkileyen faktörler; yöntemin toplam maliyeti (yatırım maliyeti, sarf 

malzemesi ve reaktif maliyetleri), uygulamadaki pratik özellikler (numune türü ve 

hacmi, yöntemin prensibi v.b), yöntemin analitik performans özellikleri (do�rulu�u, 

spesifikli�i) ve yöntemin tıbbi yararı (te�histeki hassasiyeti); göz önüne alındı�ında 

DNA mikroarray yönteminin prenatal tanıda sa�layaca�ı yarar ortaya çıkmaktadır. 

DNA mikroarray yöntemi hem ülkemize ve hastalara dü�en maliyetin azaltılması hem 

de hızlı ve daha güvenilir sonuç verilebilmesi açısından gerek duyulan ihtiyacı tümüyle 

kar�ılamaktadır60. 

 

 

Çizelge 9. Mutasyonlara ait allel sayıları 

 

Mutasyonlar Klasik Yöntemler 
(Allel sayısı) 

DNA Mikroarray 
(Allel sayısı) 

IVS I-110 23 23 

IVS I-1 13 13 

IVS I-6 9 9 

IVS II-1 9 9 

Cd 39 8 8 

IVS II-745 6 6 

Cd 6 - - 

-87 - - 
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5. TARTI�MA 

 

 

Talasemi, dünya popülasyonunun oldukça geni� bir kısmını etkileyen temel 

monojenik hastalıklardan biridir61. � globin gen ekspresyonunu azaltan ya da tamamen 

ortadan kaldıran mutasyonlar sonucu olu�maktadır62. Ülkemiz, çe�itli etnik grupları 

birarada içermesinden dolayı � talasemi prevalansı ve � talasemi mutasyonlarının 

da�ılımı farklı bölgelere göre çe�itlilik göstermektedir63. Dünyada yaygın olarak 

görülen bu kalıtsal kan hastalı�ına Türkiye'de en sık rastlanılan yörenin Çukurova 

bölgesi oldu�u çe�itli yayınlarda belirtilmi�tir64-69.  

� talasemi majörde genetik hasar, ço�unlukla � globin geninin her iki allelinde 

de meydana gelen nokta mutasyonlarından kaynaklanmaktadır. � talasemili bebekler 

genellikle sa�lıklı do�makta ve 3-6 aya kadar sa�lıklı kalmaktadırlar61,70. Sonraki 

dönemlerde bu bireylerde düzenli kan transfüzyonu gerektiren a�ır bir anemi geli�mekte 

ve daha ileri dönemlerde de demir �elasyon tedavisi uygulanması gerekmektedir. 

Etkilenmi� ki�iler genellikle ya�amlarının üçüncü evresinde hayatlarını 

kaybetmektedirler. Talasemi, tedavi maliyeti oldukça yüksek bir hastalık olup bir 

talasemi hastasının yıllık maliyetinin 10.000 $ civarında oldu�u tahmin edilmektedir70. 

Ayrıca hastalı�a ait semptomlar ve tedavi süreci de aileler ve onların sosyal ya�amları 

üzerinde zihinsel, fiziksel ve ekonomik açıdan olumsuz bir etki yaratmaktadır71.  

Talasemi hakkındaki yetersiz bilgi ve e�itimsizlik bu hastalı�ın dünya çapında 

yayılmasına neden olmu�tur. Bu nedenle �u anda birçok ülkede çiftlere gebelik 

öncesinde ya da ba�langıcında sa�lık kontrolünden geçmeleri önerilmektedir. 

Talaseminin analizi ve izlenmesinde etkili ve ekonomik tekniklerin geli�tirilmesi amacı 

ile yapılan giri�imler özellikle hastalı�ın yaygın oldu�u ülkelerde önem ta�ımaktadır72. 

Hastalı�ın yayılmasının kontrolü popülasyon izlenmesi ve ta�ıyıcılara genetik 

danı�manlık verilmesi ile sa�lanmakla birlikte, en etkili yol prenatal tanı aracılı�ı ile 

talasemili çocuk do�umunun önlenmesidir61.  

�-talasemi Türkiye’de de önemli bir sa�lık sorunu olu�turmaktadır. Akraba 

evliliklerinin sıklı�ı ve do�um hızının yüksekli�i, ülkemizde beklenilenin de üzerinde �-

talasemili çocuk do�masına neden olmaktadır. Bu nedenle moleküler tanı ve do�um 

öncesi erken tanı (prenatal tanı) riskli aileler için büyük önem ta�ımaktadır8.  
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Talaseminin Türkiye’deki en yaygın tek gen hasarı oldu�unun anla�ılmasından 

bu yana hastalı�ın moleküler temelinin anla�ılması amacı ile birçok çalı�ma 

yapılmı�tır11,73. Günümüzde talasemilerin takibi ve tanısında PCR temeline dayalı olan 

birçok klasik moleküler yöntem kullanılmaktadır6,74. Bu yöntemleri iki sınıfa ayırmak 

mümkündür; bilinen mutasyonların analizinde kullanılan yöntemler ve 

bilinen/bilinmeyen mutasyonların analizinde kullanılan yöntemler. Birinci sınıfta 

ARMS, RFLP, yüksek dansiteli oligonükleotid prob analizi (mikroarray), dot-blot 

analizi ve reverse dot-blot analizi yöntemleri sayılabilir. Di�er sınıf ise DGGE, dHPLC, 

TGCE gibi yöntemlerle yapılan heteroduplex analizi, manuel ve otomatik dizi analizi 

yöntemlerini içerir6,75-86. Bu yöntemler, gendeki mutasyonlar hakkında detaylı bilgi 

edinmemizi sa�layan DNA teknolojisini kullanan avantajlı tekniklerdir72. �-talasemi 

moleküler tanısında; IVS I–110, IVS I–1, IVS II–1, IVS I–6, IVS II–745, Cd 39, Cd 8, 

Fsc 8/9, -30 gibi mutasyonlara bakılmaktadır63,74, 87-90. 

Türkiye'de Yılmaz ve arkada�ları tarafından yapılan bir çalı�mada 35 talasemili 

olgu incelenmi� ve ARMS yöntemi ile yapılan mutasyon analizleri sonucunda IVS I–

110 mutasyonu en yüksek oranda (%32,85) gözlenmi�tir. Bunu izleyen mutasyonlar ise 

IVS I–6 (%7,14), IVS I–1 (%7,14) ve IVS II–745 (%4,28) olarak rapor edilmi�tir91. 

Yüre�ir ve arkada�ları tarafından yapılan çalı�mada Çukurova’nın üç ilinde 

(Hatay, Adana, �çel) toplam 7444 ki�i taranmı� ve beta talasemi sıklı�ı sırasıyla %5,7, 

%1,8 ve %3,3 olarak bulunmu�tur. Yine aynı çalı�ma ile mutasyon sıklıkları; IVS I-110 

(%54,6), IVS I-1 (%9,4), Cd39 (%8,7), IVS I-6 (%4,7), FrCd8 (%3,5), IVS II-1 (%2,7), 

-30 (%2,4), IVS II-745 (%1,9), Cd76 (%0,8), FrCd36/37 (%0.4) olarak bulunmu�tur. 

Örneklerin %10,9’nun ise mutasyonları belirlenememi�tir87. 

Tadmouri ve arkada�ları Türkiye'nin bölgelerindeki mutasyon da�ılımının 

belirlenmesi amacı ile yaptıkları çalı�malarında yine Türkiye'de en yaygın olarak 

görülen mutasyonun IVS I–110 oldu�unu ve bunu IVS I–6, Cd 8, IVS I–1, IVS II–745, 

IVS II–1, Cd 39, -30 ve Fsc 5 mutasyonlarının izledi�ini belirlemi�lerdir. Yine aynı 

çalı�mada IVS I–110 mutasyonunun bölgelere göre da�ılımının; Marmara bölgesinde 

%34,1, Ege ve Akdeniz bölgesinde %42,4, Anadolu'nun merkezinde %52,3, güneybatı 

Anadolu'da %26,4, Karadeniz bölgesinde %31,0 ve batı Anadolu'da %27,1 oldu�unu 

tespit etmi�lerdir11. 
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Setianingsih ve arkada�ları Endonezya'da yaptıkları bir çalı�ma ile ARMS ve 

ACRS tekniklerini kullanarak daha önceden Endonezya popülasyonunda belirlenmi� 

olan 7 mutasyonu (IVS I-5, IVS I-1, IVS II-654, Cd 41-42, Cd 15, Cd 8-9 ve Cd 26) 

taramı�lardır. En yüksek oranda görülen mutasyonun Cd 26 (%29) olup bunu IVS I-5 

(%19) ve Cd 35 (%8) mutasyonlarının izledi�ini, di�er mutasyonların frekansının ise 

%1-4 arasında de�i�ti�ini rapor etmi�lerdir92.  

Baysal ve arkada�ları Birle�ik Arap Emirlikleri'nde yaptıkları çalı�mada PCR’a 

dayalı DNA tanı tekniklerini kullanarak 626 kromozom incelemi�ler ve mutasyon 

frekanslarını IVS I-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 etmi�lerdir93.  

 Türkiye'de prenatal tanı amacı ile yapılan bir çalı�mada 140 kromozom 

incelenmi� ve mutasyon frekansları IVS I-110 (%37,15), IVS I-6 ve IVS I-1 (%7,15), 

Cd 39 (%6,43), Fsc 8 ve IVS II-1 (%5,71) ve IVS II-745 (%3,57), Fsc 5 (%2,86) olarak 

belirlenmi� ve di�er mutasyonların frekanslarının %2'den daha dü�ük oldu�u rapor 

edilmi�tir94. 

 Çürük ve arkada�ları tarafından Çukurova bölgesi’nde yapılan çalı�mada ARMS 

ve DNA dizi analizi yöntemleri kullanılarak mutasyon taraması yapılmı� ve mutasyon 

frekansları; IVS I-110 (%57,3), IVS I-1 (%8,3), Cd 39 (%6, 4), IVS I-6 (%5,7), Cd 8 

(%5,7), -30 (%4,7), IVS II-1 (%3,4), IVS II-745 (%2,8) ve CD 5 (%1,1) olarak 

bulunmu�tur95. 

�-talasemili olgularla yaptı�ımız çalı�mamızda hem klasik yöntemlerle (ARMS) 

hem de DNA mikroarray yöntemi ile mutasyon taraması yapılmı� ve her iki yöntemle 

de mutasyon frekansları 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 II-745 (%5,76) olarak tespit edilmi�tir. Cd 6 ve -87 

mutasyonlarına ise hiçbir olguda rastlanmamı�tır. Türkiye'de yapılan di�er çalı�malarda 

oldu�u gibi bizim çalı�mamızda en yüksek oranda gözlenen mutasyonun IVS I–110 

oldu�u belirlenmi�tir. Di�er mutasyonların ise bölgeye göre farklılıklar gösterdi�i 

görülmektedir. ARMS yöntemi kullanılarak yaptı�ımız mutasyon tarama çalı�mamız 

(DNA izolasyon a�aması hariç) yakla�ık 5 günde tamamlanmı�tır. 

�-talasemi, DNA düzeyinde ara�tırılan ilk genetik hastalıklar arasında olmasına 

ra�men �-globin genindeki mutasyonların belirlenmesi halen kullanı�sız örnek 

manüplasyonu gerektiren zaman alıcı yöntemlere dayanmaktadır. Bu durum kısmen 
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hastalı�ın farklı etnik gruplar arasında çe�itlilik göstermesine ba�lanabilir. Bu da tanısal 

stratejilerin geli�mesine engel olmaktadır96. Bilindi�i gibi �-talasemide erken te�his ve 

tanı büyük önem ta�ımaktadır. Bu nedenle popülasyon taramalarında ta�ıyıcıların 

belirlenmesi ve riskli çiftlere do�um öncesi erken tanı uygulanmasında hızlı, ekonomik 

ve kolay uygulanabilen yöntemler ön plana çıkmaktadır. Günümüzde �-talasemi 

tanısında kullanılan klasik yöntemlerle kesin ve güvenilir sonuçlar elde edilmektedir. 

Ancak do�um öncesi erken tanı söz konusu olan durumlarda Türk toplumu gibi birçok 

mutasyon olasılı�ı olan toplumlarda bu yöntemleri zaman baskısı altında uygulamak 

kolay de�ildir10. Bu nedenle tedaviye cevabın ve hastalı�ın ilerlemesinin önceden 

belirlenmesi ve en önemlisi tedavi için yeni hedeflerin bulunmasında mikroarray'ler 

büyük önem ta�ımaktadır11.  

 Moleküler tanı, DNA ve RNA analizleri için oldukça ileri teknolojilerin 

geli�mesi ile devrime u�ramı�tır. En önemli de�i�imlerden biri de; mikroelektroniklerin 

mikroçipe dayalı nükleik asit teknolojileri ile bütünle�mesidir. Bu mikrosistemlerin 

spesifik özelli�i; bir moleküler tanı prosedürünün mümkün olan her a�amasını 

minyatüre ve otomatize etmesidir97. Son yıllarda birçok farklı mikroarray teknolojisi 

geli�mi�tir. Bunlar; gen ekspresyonu, genotipleme ve di�er uygulamalarda kullanılmaya 

ba�lanmı�tır. Mikroelektronik yöntemler (mikroarray) pasif hibridizasyon tekniklerine 

ait birçok problemin üstesinden gelebilen yüksek-performanslı hibridizasyon 

sa�lamaktadır. Bu aktif mikroelektronik cihazlar mikroarray yüzeyindeki yüklü 

DNA/RNA moleküllerinin hızlı ve kontrol edilebilen ta�ınımını sa�layan elektrik 

alanlarının üretilmesi yetene�ine sahiptir. Ayrıca test bölgesinde prob/hedef DNA’nın 

toplanmasını sa�layarak DNA hibridizasyon oranını arttırma özelli�ine de sahiptirler. 

Test bölgesindeki elektrik alanının tersine dönmesi elektronik bir direnç etkisi 

yaratmaktadır. Bu da hibridizasyonun spesifitesini büyük ölçüde arttırarak nokta 

mutasyonları ve SNP’lerin ayırım yetene�ini arttırmaktadır98. 

 Tek bir çalı�ma ile yüzlerce ya da binlerce SNP’in e� zamanlı 

genotiplendirilmesi son yıllarda geli�mi� bir teknolojidir99. Bu geli�mi� platform 

(NanoChip Molecular Biology Workstation) bir günde 400 örnek (4 çip) tarama imkanı 

sa�layan tamamen otomatize bir cihazdır96. NanoChip Molecular Biology Workstation, 

kendine ait bir mikroçip kartu�u kullanmaktadır. Bu kartu� elektronik olarak 

adreslenebilen 100 bölge içermektedir100. Bu bölgelerde belirlenmi� test alanları 
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üzerindeki biyotinli moleküllerin aktif depolanmasına ve toplanmasına olanak 

sa�lamaktadır. Daha sonra her bir ped üzerindeki DNA, normal veya mutant dizilere 

komplementer olan spesifik oligonükleotid problar ile (Cy3 ve Cy5 boyaları ile 

i�aretlenmi�) hibridize edilir. Çip yüzeyi görüntülenir, floresan sinyaller taranır, izlenir 

ve oldukça geli�mi� sayısal görüntüleme yöntemleri ile de�erlendirilir101. Bu 

teknolojinin en önemli yararı; yöntemin tasarımına olanak sa�layan yüksek esneklik 

özelli�idir100. Sistemin esnekli�i aynı çip üzerinde farklı içerikte, uzunlukta ve kimyasal 

kompozisyondaki çe�itli probların aynı anda kullanımına olanak sa�lamasıdır102. 

 Jel elektroforezi, RFLP, pasif prob hibridizasyonu ve DNA dizi analizi gibi 

yöntemler mutasyon belirlenmesinde standart yöntemler olarak kabul edilmelerine 

ra�men zaman alıcı ve zahmetli yöntemlerdir101. Güncel yöntemlerle kar�ıla�tırıldı�ında 

NanoChip sisteminin kullanımının zaman tasarrufu ve basitli�i açısından avantaj 

sa�ladı�ı yapılan çalı�malarla ispatlanmı�tır. Hem çözelti maliyeti hem de etkili çalı�ma 

zamanı açısından kar�ıla�tırıldı�ında klasik yöntemlerin elektronik çip yönteminden iki 

kat daha pahalı oldu�u gösterilmi�tir. Bunun ana sebebi de daha fazla çalı�ma zamanı 

gerektirmesi ile açıklanmaktadır102. 

 Nanochip sistemi oldukça cazip olmasına ra�men cihazın �u anki maliyeti birçok 

laboratuvar için pahalı olmaktadır. Ancak sistem kurulduktan sonra sadece rutin 

moleküler tanı çalı�maları için de�il yeni testlerin hızlı ve kolay bir �ekilde 

geli�tirilebilmesi için de oldukça kullanı�lıdır100. 

 Yapılan çalı�malarda oldu�u gibi bizim çalı�mamızda da analiz maliyetinin 

azaltılması için bir evrensel oligonükleotid i�aretleyici sistemi dizayn edilmi� ve 

uygulanmı�tır. Bu sistemde normal ve mutant i�aretleyiciler floresan boyalarla 

i�aretlenmek yerine i�aretlenmi� evrensel i�aretleyici dizeye koplementer olan bir dize 

ile uzatılmı�tır. Böylece sadece bir çift floresan oligonükleotidin kullanılması ile 

ilgilenilen her bir mutasyona özgü, özgül Cy3 veya Cy5 i�aretli oligonükleotid 

kullanımı ihtiyacından sakınılarak her bir olası SNP’in varlı�ının açıkça belirlenmesi 

sa�lanmı�tır100. 

 Foglieni ve arkada�ları Nanogen Workstation mikroarray cihazı ile yaptıkları 

çalı�malarında sık rastlanan 9 �-talasemi mutasyonunu (Cd39C�T, IVS 1-110G�A, 

IVS 1-1G�A, IVS 1-6T�C, IVS 2-745C�G, Cd6delA, -87C�G, IVS 2-1G�A ve 

Cd8delAA) taramı�lardır. Çalı�mayı, önceden di�er yöntemlerle (allel-spesifik 
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hibridizasyon (dot blot ve reverse dot blot), ARMS, RFLP, DGGE ve dizi analizi) 

genotipi belirlenmi� olan 250 DNA örne�i üzerinde denemi� ve daha sonra multiplex 

PCR yaparak çipin test yüzeyi üzerinde aynı çalı�ma ile 9 mutasyonun tümünü analiz 

etmi�lerdir. Sinyal alınamayan örneklerin nedenini amplifikasyonun yetersiz veya az 

olması ya da pürifikasyon sırasında örneklerin kaybedilmesi ile açıklamı�lardır. Toplam 

700 örnek ile yaptıkları çalı�mada; bu açık ve esnek yöntemin her bir co�rafik 

bölgedeki mutasyonların bölgesel yaygınlı�ına göre tasarlanabilece�i görü�üne 

varmı�lardır. Ayrıca dünyanın di�er bölgelerindeki �-talasemiye neden olan di�er 

mutasyonları da içerecek �ekilde düzenlenebilece�ini de belirtmi�lerdir96. 

 Bizim çalı�mamızda da örneklerin %8,65’inden sinyal alınamamı�tır. Bu durum 

safla�tırma i�leminin düzgün yapılamamı� olabilece�ine ba�lanmı� ve örnekler tekrar 

safla�tırılarak mikroarray ile analiz edilmi�lerdir. Analiz sonucunda tüm örneklerden 

do�ru sonuçlar elde edilebilmi�tir. 

 Çin’de Bang-Ce ve arkada�ları tarafından yapılan çalı�mada, talasemi mutasyon 

tipleri önceden belirlenmi� olan 1880 ki�inin mikroarray yöntemi ile tekrar 

mutasyonları taranmı� ve yapılan moleküler analizler sonucunda yine aynı mutastonlar 

tespit edilmi�tir. Sonuçlar, mikroarray yönteminin gen üzerindeki tek-baz 

de�i�imlerinin ayırımında mükemmel bir yöntem oldu�unu açıkça göstermi�tir. Ayrıca 

insan genomik DNA’sındaki homozigot ve heterozigot mutasyonların belirlenmesi ve 

ayrılmasında da oldukça ba�arılı bir yöntem oldu�u tespit edilmi�tir. Bang-Ce ve 

arkada�ları bu sonuçlara dayanarak mikroarray yönteminin popülasyon izleme 

çalı�maları için uygun bir teknik oldu�u kanısına varmı�lardır103.  

 Santacroce ve arkada�ları klinik olarak ilgili genler (faktör VII, �-globin ve RET 

protoonkogen) üzerinde yaptıkları çalı�mada SNP’lerin belirlenmesi amacı ile Nanogen 

Molecular Workstation mikroelektronik DNA çip cihazını kullanmı�lardır. Yakla�ık 

950 örnek (faktör VII geni için 331 örnek, �-globin geni için 604 örnek ve RET 

protoonkogen için 15 örnek) ile yapılan çalı�mada ilk olarak tüm örnekleri dizi analizi, 

allel-spesifik PCR, RFLP gibi çe�itli yöntemler kullanılarak genotiplendirmi�lerdir. 

Ardından mikroelektronik çip yöntemi ile de analiz ettikleri örneklerin tümünde di�er 

genotipleme yöntemleri ile belirlenen sonuçları elde etmi�lerdir. Santacroce ve 

arkada�larının bu çalı�masında �-globin geninde yapılan analizde IVS I-1G�A, IVS I-

6T�C ve IVS II-1G�A mutasyonları incelenmi�tir102. Çalı�ma sonucunda bu 
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yöntemin IVS I-1 ve IVS I-6 için heterozigot olan örnekleri açık bir �ekilde ayırt etti�i 

tespit edilmi�tir. Ayrıca IVS II-1 olan örnekleri de normal genotipli örneklerden ayırt 

edebildi�ini göstermi�lerdir. Tüm örneklerden elde edilen sonuçları geleneksel 

yöntemlerle elde edilen genotiplerle %100 uyumlu bulmu�lardır. Yapılan çalı�mada 

örneklerin %8-12’den sinyal alamamı�lardır. Bu durumu örneklerin düzgün 

hazırlanmamı� olabilece�ine ya da PCR ürünlerinin miktarının yetersizli�ine 

ba�lamı�lardır. Bu örnekleri tekrar safla�tırarak tekrar mikroarray ile analiz ettiklerinde 

bazı örneklerden tekrar edilen analiz sonucunda do�ru sonuçlar tespit edilirken 

bazılarından yine sinyal alınamamı�tır. Santacroce ve arkada�ları yaptıkları bu 

çalı�mada tüm analitik a�amaların (PCR ürünlerinin yüklenmesi, prob hibridizasyonu, 

yıkama ve hibrid belirlenmesi) 4-6 saatte tamamlandı�ını (~2 saatlik amplifikasyon 

süresi dı�ında) belirtmi�lerdir. En zaman alıcı a�amanın ise biyotinlenmi� PCR 

ürünlerinin ped üzerine adreslenmesi (~3,5 saat) oldu�unu belirtmi�lerdir102. 

 Toplam 52 örnekle yaptı�ımız çalı�mamızda klasik ARMS yöntemi kullanılarak 

yapılan mutasyon tarama çalı�ması yakla�ık 5 günde (DNA izolasyon a�aması hariç) 

tamamlanırken DNA mikroarray ile yapılan tarama çalı�ması tüm a�amalar 

(amplifikasyon, safla�tırma, yükleme, okutma ve analiz) dahil olmak üzere 7-8 saatte 

tamamlanmı�tır.  

Sonuç olarak; Çukurova bölgesinde yaygın olarak görülen �-talaseminin 

moleküler tanısında DNA mikroarray yönteminin kullanılmasının klasik yöntemlere 

oranla hem zaman tasarrufu sa�laması hem de topluma ve hastaya olan maliyeti 

azaltması, %100 güvenilirlikle çalı�ması ve tekrarlanabilirli�inin yüksek olu�u 

açısından büyük bir avantaj sa�layaca�ı görü�üne varılmı�tır. Ayrıca daha ileri 

çalı�malarla prob tasarımı ve üretiminin de yapılarak bu konuda patent alınması da 

hedeflenmektedir. 
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6. SONUÇLAR 

 

 

1. Çalı�ma toplam 52 olgu ile gerçekle�tirilmi�tir. Moleküler analizler 

çerçevesinde; klasik ara�tırmalarda kullanılan ARMS yöntemi ve moleküler tanıda yeni 

bir teknoloji olan DNA mikroarray yöntemi kullanılarak olguların �-talasemi mutasyon 

tipleri belirlenmi�tir. 

 

2. �-talasemi’nin moleküler tanısında rutin olarak kullanılan ARMS yöntemi ile 

yapılan analizler sonucunda 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 mutasyonunu içerdi�i saptanırken 

Cd6 ve -87 mutasyonlarına hiçbir olguda rastlanmamı�tır. DNA mikroarray ile yapılan 

analizler sonucunda da olgularda aynı mutasyonlar tespit edilmi� 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 

II-745 mutasyonunu ta�ıdı�ı bulunmu�tur. Aynı �ekilde Cd6 ve -87 mutasyonları hiçbir 

olguda gözlenmemi�tir. Bu çalı�ma kapsamında her iki yöntemle de aynı sonuçlar elde 

edilmi� olmasına ra�men �-talasemi moleküler tanısında kullanılan klasik ARMS 

yöntemine oranla DNA mikroarray yönteminde sonuçlar daha kısa sürede elde 

edilmi�tir. Ayrıca tek seferde tüm örnekleri çalı�abilme imkanı da sa�lanmı�tır. 

 

3. �-talasemi mutasyonlarının moleküler düzeyde incelenmesi, hastalı�ın 

önlenmesinde ve prenatal tanısında büyük önem ta�ımaktadır. Bu nedenle hassas ve 

güvenilir tanısal yöntemlerin kullanılması gerekmektedir. Her ne kadar günümüzde 

kullanılmakta olan klasik moleküler yöntemler bu ihtiyaca cevap vermekte ise de son 

yıllarda geli�tirilen DNA mikroarray teknolojisi tanıda büyük bir de�er kazanmaya 

ba�lamı�tır. Yöntem hem çok sayıda örne�i aynı anda çalı�ma imkanı sa�laması hem de 

%100 güvenilirlikle sonuç vermesi bakımından daha avantajlıdır. Ayrıca DNA 

mikroarray yönteminin kullanılması ile hastalara ve topluma olan maliyet de azaltılmı� 

olmaktadır. Bu durum �-talasemi prenatal tanısında oldukça büyük bir önem te�kil 

etmektedir. Bu nedenle Çukurova bölgesinde yaygın olarak görülen bu hastalı�ın 

moleküler tanısında DNA mikroarray yönteminin kullanılmasının büyük bir avantaj 

sa�layaca�ı görü�üne varılmı�tır. 
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