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Ulkemizde beta talasemi tastyici siklig1 %2 olup, bazi bdlgelerde bu oran
%10’a kadar artmaktadir. IVS1-110 (G>A) iilkede en yaygin beta talasemi
mutasyonudur. Bu ¢alismadaki amacimiz Kozan’da beta talasemi mutasyonlarini
belirlemekti. Beta talasemi hastasi ve tasiyicilarindan 5 ml kan Ornegi alindi.
Hematolojik verileri kan sayim cihazi ile elde edildi. HbA2 degeri HPLC ile
belirlendi. On farkli beta talasemi mutasyonu [-30 (T>A), Fsc 8 (-AA), Fsc 8/9
(+G), IVS 1-1 (G>A), IVS 1-5 (G>C), IVS 1-6 (T>C), IVS 1-110 (G>A), Cd 39
(C>T), IVS2-1 (G>A), IVS2-745 (C>G)] ARMS metodu ile tarandi. Bes ¢ift IVS
1-110 heterozigot, bir geng ve iki gocuk homozigot olarak belirlendi. Toplam 32
kiside yedi mutasyon (Fsc8, Fsc8/9, 1VS1-1, 1VS1-6, IVS1-110, IVS2-1 ve -30)
bulundu. 1VS1-110 (G>A)’nin Kozan’da en yaygin beta talasemi mutasyonu
oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Beta talasemi, 1VS1-110 (G>A)



ABSTRACT

MSc THESIS

BETA THALASSEMIA MUTATIONS IN KOZAN

Sule ULUTAS
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Supervisor : Prof.Dr. Mehmet Akif CURUK
Year, 2022, Sayfa:77
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Beta thalassaemia trait is about 2% but at some region this ratio increase as
to 10% in Turkey. IVSI-110 is the most common beta thalassaemia mutation in the
country. In this study, our aimed was determine beta thalassemia mutations in
Kozan. Five mL venous blood was taken from thalassemia trait and patients.
Haematological datas were obtained by cell counter. HbA2 was determined by
HPLC. Ten beta globin gene mutations [-30 (T>A), Fsc 8 (-AA), Fsc 8/ 9 (+G),
IVS 1-1 (G>A), IVS 1-5 (G>C), IVS 1-6 (T>C), IVS 1-110 (G>A), Cd 39 ( C>T),
IVS 2-1 (G>A), IVS 2-745 (C>G)] were screened by ARMS method. Five of the
couples were detected as IVS1-110 heterozygous. Also one adults and two children
were homozygous. Seven beta thalassemia mutations (Fsc8, Fsc8/9, IVS1-1, IVS1-
6, IVS1-110, IVS2-1 and -30) were found in 32 samples. VS 1-110 (G>A) was
detected the most common beta thalassemia mutation in Kozan.

Keywords: Beta thalassaemia, 1VS1-110 (G>A)



GENISLETILMIS OZET

Eriskin bir insanin kirmizi kan hiicreleri i¢inde ii¢ farkli hemoglobin
molekiilii bulunmaktadir. Bu molekiillerin yapisinda farkli globin zincirleri [HbA
(202B), HbA2 (2028), HbF (202y)] yer almaktadir. Saglikli bir insandaki
hemoglobinlerin dagilimi (HbA= %96, HbA2 = %3 ve HbF < %]1) 6nemlidir.
Bunlardan HbA2 miktarinin yiikselmesi (%> 3.5) B-talasemi tasiyiciligi igin
onemlidir. Tasiyicilarin evlenmesi sonucu mutant genleri alan ¢ocuklarda B zincir
sentezinin azalmasi veya kesin yoklugu sonucu agir anemi ile seyreden B-talasemi
hastaligt meydana gelmektedir. Beta talaseminin dagilimi yoreden yoreye degisim
gostermektedir. Cukurova boélgesinde B-talasemi tasiyici sikligi %3.9 oraninda
bulunmustur. Genetik heterojenitesi fazla olup iilkemizde 40, bolgemizde ise 20
mutasyon belirlenmistir.

Hb varyantlar1 o, B, y veya 6 zincirlerinden birinin tizerindeki aminoasit
degisimleri sonucu meydana gelmektedir. Ulkemizde yapilan toplum taramasinda
60 Hb varyant1 kesfedilmis olup ¢ogu anemiye neden olmaz. Ancak HbS, HbE ve
HbC gibi varyantlar bazi bolgelerde yaygin olarak goriillmekte olup insan sagligini
ciddi sekilde tehdit etmektedir. Orak Hiicreli Anemiye neden olan HbS, Cukurova
bolgesinde yasayan Eti-Tiirklerinde ¢ok yaygindir. Bolgedeki tasiyict sikligi
[HbAS; B6 Glu—Val (GAG—GTG)] % 8.2 dir. HbS’den baska bolgemizde ti¢ Hb
varyanti daha [HbE: B26; Glu—Lys (GAG—AAG), HbD: B121 Glu—GIn
(GAA—CAA), HbC: B6 Glu—Lys (GAG—AAG)] vardir. HbE talasemik bir
varyant olup bolgemizdeki sikligi %0.16-2.4 arasindadir. HbD tasiyici sikhigi ise
%0.2 dir. HbC Tirkiye’de ender goriilen bir varyanttir. Kirmizi kan hiicreleri
igerisinde kristalize olmaya egilim gosteren HbC orta derecede hemolitik anemiye
neden olmaktadir. Cukurova bolgesinde halk sagligi sorunu olan B-talaseminin

dogum Oncesi teshisi ¢ok biiyilk 6nem tasimaktadir. Prenatal tani iglemi igin



Kozan’da beta talasemi mutasyon tiirlerinin belirlenmesi riskli ailelere biiyiik katki

saglayacaktir.
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1. GIRIS Sule ULUTAS

1. GIRIS

Hemoglobin molekiiliiniin yapisinda yer alan globin zincir sentezinin
azalmasi, tamamen engellenmesi ya da zincir iizerinde yer alan amino asitlerde
meydana gelen degisiklikler sonucu hemoglobinopatiler ortaya ¢ikmaktadir.
Hemoglobinopatiler, hemoglobin varyantlari (anormal hemoglobinler) ve
talasemiler seklinde iki ana grupta incelenmektedir. Anormal hemoglobinler ve
talasemiler, lilkemizin de i¢inde yer aldigi Akdeniz kusaginda en sik rastlanilan
kalitsal hastaliklardandir. Diinya Saglik Orgiitii’niin bildirilerine gore diinyada
talasemi ve anormal hemoglobin tasiyici sikligr %35,1 olup yaklasik 269 milyon
tasiyict vardir.

Alfa talasemiler, hemoglobin molekiiliiniin yapisinda yer alan alfa globin
zincir sentezinin azalmasi veya tamamen engellenmesi ile karakterize yaygin
genetik hastaliklardir. Alfa talasemiler ¢ogunlukla a-globin gen delesyonlari,
nadiren de nokta mutasyonlart1 sonucu meydana gelmektedir. Alfa talasemi
determinantlarinin ¢ogu ayni kromozom {izerinde yer alan bir alfa [a-thal-2 (-
o/aa)] veya iki alfa genini [o-thal-1 (--/oa)] igine alan delesyonlardan
kaynaklanmaktadir. Nondelesyonel a-talasemiler ise ¢ogunlukla a2 (o'o/aa),
nadiren de al globin geni iizerinde (ao'/ac) bulunan mutasyonlar sonucu meydana
gelmektedir. Toplam dort alfa geninden (ao/awr) Giciine sahip olan bir kisi (-o/aa)
anemik degildir. Fakat iki alfa gen delesyonu (--/aa) bulunan heterozigot kisi orta
derecede hipokrom mikrositer anemiye sahiptir. Agir (a-thal-1) ve hafif (a-thal-2)
determinantlarin kombinasyonu (--/-a) HbH hastaligina neden olmaktadir. Kalitim
ile tek bir alfa genine sahip olan hastalarda kronik hemolitik anemi goriiliir.
Tiirkiye’de bes farkli gen delesyonu [a-thal-1 (-17.4kb, -26.5kb ve -20.5kb) ve a-
thal-2 (-3.7kb ve -4.2kb)] ile a2 geni tizerinde iki PolyA mutasyonu belirlenmistir.

Cukurova bolgesinde orak hiicre anemisi ve beta talasemi hemoglobin
hastaliklarinin biiyiik bir ¢ogunlugunu olusturmaktadir. Her iki hastalik da resesif

olarak seyretmektedir. On bir numarali kromozomun kisa kolunda yer alan 3 globin
1



1. GIRIS Sule ULUTAS

geni lizerindeki mutasyonlar sonucu meydana gelmektedir. Orak hiicre anemisi,
hemoglobin molekiiliiniin yapisinda yer alan beta globin geninin 6.kodonundaki
A—T doniisimii ile glutamik asitin valin ile (GAG—GTG) yer degistirmesi
sonucu meydana gelmektedir. Bu amino asit degisikligi sonucunda HbS’nin
deoksijene durumda ¢Ozilinlirliigli azalmakta ve eritrositler icinde c¢okelerek
oraklasma sonucu hemolitik anemiye neden olmaktadir.

Beta talasemi, B globin zincir sentezinin azalmasi (B*) veya yoklugu (B9
ile karakterizedir. Beta talasemi sendromlarinin siddeti mutasyonun tiiriine ve
globin miktara bagl olarak degismektedir. Mutasyona bagli azalmis B globin
miktar1, eslesemeyen a globin zincir fazlaligina neden olarak kirmizi kan hiicresi
onciillerinin normal gelisimini ve canli kalabilmesini zorlastirmaktadir. Homozigot
ya da birlesik heterozigot B talasemi vakalar1 kronik anemiye neden olurken,
tagtyicilarinda hicbir semptom gézlenmemektedir. Beta talasemi mutasyonlarinin
sikligi ve yayginligi iilkeden iilkeye, hatta bolgeden bolgeye degisebilmektedir.
Yapilan ¢alismalarda {ilkemizde 40’a yakin beta talasemi mutasyonunun oldugu ve
en yiiksek beta talasemi frekansinin Tiirkiye’nin giiney ve giineybatisinda tespit
edildigi bildirilmistir. Cukurova bolgesinde 25 farkli mutasyon bulundugu, en
yaygin beta talasemi mutasyonunun ise IVS-1-110 (G>A) oldugu bildirilmistir.

Beta talasemiler lilkemizin giineyinde sik goriilen hastaliklardan biridir.
Genetik olarak seyreden bu hastaligin DNA analizi ile tanis1 giincel bir konudur.
Adana’nin Kozan ilgesinde yapilan bu tez ¢alismasinda; beta talasemi tasiyiciligi
bulunan ¢iftlere genetik danismanlik verilmesi ve bu bireylerin evlenmesi sonucu

hasta bebek diinyaya gelmesinin 6nlenmesi amag¢lanmaktadir.



2.ONCEKI CALISMALAR Sule ULUTAS

2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Hemoglobin Molekiiliiniin Yapis1 ve Islevi

Hemoglobin (Hb) kirmizi kan hiicrelerinin temel proteini olup
akcigerlerden dokulara oksijen, dokulardan akcigerlere karbondioksit ve protonlari
tasimadan sorumludur (Thompson, 1991). Her bir kirmizi kan hiicresi yaklasik
200-300 milyon hemoglobin molekiili i¢ermektedir. Hemoglobin molekiilii
hiicrenin kuru agirliginin %60°1n1 ve kan proteinlerinin de 2/3’linii olusturmaktadir.
Kadinlarda 100 ml kanda ortalama 13 gram hemoglobin bulunurken erkeklerde bu
ortalama 15 gramdir (Murray, 1998).

Hemoglobin A molekiilii, her biri 141 amino asit kalintisindan olusan iki
alfa ve her biri 146 amino asit kalintissndan meydana gelen iki beta zinciri olmak
tizere toplam dort polipeptid zincirinden olusur. Hemoglobin yapisindaki globinler
icindeki amino asitlerin ¢ogu alfa heliksleri olusturur ve bu heliksler kisa heliksel
olmayan segmentlerle baglanir. Alfa ve beta zincirleri farkli amino asit dizilerine
sahiptir, ancak benzer {i¢ boyutlu yapilar1 olusturmak icin katlanir.

Hemoglobin molekiilii, 55 angstrdom c¢apinda, neredeyse kiiresel olup
64.500 dalton molekiil agirligina sahiptir. Dort zinciri tetramer olusturmak igin bir
araya getirilir. Hem gruplari, her alt birimden bir tane olmak flizere, globin
molekiiliin dig kismina yakin hidrofobik yariklara gomiilii sekilde bulunur. Her alfa
zinciri her iki beta zinciri ile temas halindedir. Bununla birlikte, iki alfa zinciri

arasinda veya iki beta zinciri arasinda ¢ok az etkilesim vardir (Sekil 2. 1).

2.1.1. Hem ve Globin Zincirleri

Hemoglobin molekiilii iizerinde oksijen baglanmasi i¢in dort tane hem hem
grubu icerir. Hem gruplari, alfa zincirindeki 58. ve 87. amino asitler ile beta
zincirindeki 63. ve 92. pozisyonundaki F8 histidin’ler aracihigi ile baglanmistir
(Sekil 2.2.) (Ciiriik, 2017). Hidrojen baglari, bu protein i¢indeki sarmal boliimleri

stabilize ederek her polipeptit zincirinin belirli bir sekilde katlanmasina neden olur.
3



2.ONCEKI CALISMALAR Sule ULUTAS

Sekil 2.1. Hemoglobin ve hem grubu

Hem molekiilii organik bir yap1 olup iginde bir demir atomu bulundurur
(Sekil 2.1). Hem igindeki Fe, protoporfirin halkasinin merkezindeki dort nitrojene
baglanir ve demir atomu globin igerisine gomiilii bigimde bulunan hem grubu ile

bir kompleks olusturur (Sekil 2.3).
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Sekil 2.2. Beta zinciri iizerindeki hem baglanma bolgeleri

Oksijen baglanma bolgesi olan demir porfirin halkasinin altindaki F8
histidin kalintisinin (proksimal histidin olarak da bilinir) imidazol halkasinin N
atomlar1 araciligiyla globiiler proteine giiglii (kovalent olarak) bir sekilde baglanir.
Altinc1 bir pozisyon, oksijeni koordinat kovalent bagiyla tersinir bir sekilde
baglayabilir. Oksijenin demire baglandigi ve digerinin de bir agiyla ¢iktigt bir
"uctan bikiilmiis" geometriye baglanir. Oksijen bagli olmadiginda, ¢ok zayif
baglanmis bir su molekiilii alan1 doldurur (Alain, 2006).
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Sekil 2.3. Amino asitlerin olusturdugu hem cebinin sematik gosterimi

Insan hemoglobininde, polipeptit zinciri arasindaki uyum kritik olup
hemoglobin molekiiliindeki polipeptit zincirlerinin ikisi arasindaki bosluk, oksijen
molekiilleri demir atomlarina baglandiginda daralir. Bu Max Perutz tarafindan
molekiiler bir paradoksal solunum formuna benzetilmistir: akcigerlerin aksine,
hemoglobin molekiilii oksijen girdiginde biiziiliir ve oksijen ayrildiginda ise
genisler (Cappellini, 2008).

Hemoglobinin yapisi rontgen analizi ile kapsamli bir sekilde incelenmistir.
Kuaterner yapi1 olarak bilinen alt birimler, oksi ve deoksi hemoglobinde farklilik
gosterir (Alain, 2006). Hemoglobin molekiiliiniin alfa ve beta zincirleri arasinda iki
Oonemli temas bolgesi [al1B1 (a2p2) ile a1B2 (a2B1)] bulunmaktadir. Deoksi formda
alfa zincirinin 40.amino asidi lizin ile betanin 146.amino asidi olan histidin
arasindaki (alp2 veya o2B1) bag oksijenlenme ile koparak, beta zincirinin
94.amino asidi olan aspartik asit ile alfa zincirinin lizini arasinda kurulmaktadir.
Buna karsin alfl veya a2PB2 dimeri arasinda 150 lik bir donis ile Hb gergin
durumdan (T) gevsemis (R) hale gegecek sekilde bulunmaktadir (Sekil 2.4.). Bu

yapisal degisikliklerin kararli bir bigimde korunmasinda globin alt birimleri
6
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arasindaki tuz kopriilerinin katkisi oldugu bilinmektedir (Liddington, 2006,
Shaanan, 1982).

Demir iyonu Fe2+ veya Fe3+ durumunda olabilir, ancak methemoglobin
(Fe3+) oksijeni baglayamaz. Baglamada, oksijen gecici olarak ve geri doniisiimlii
olarak (Fe2+) ila (Fe3+) oksitlenirken, oksijen gecici olarak siiperoksit iyonuna
doniisiir, bu nedenle oksijeni baglamak i¢in demir +2 oksidasyon durumunda
bulunmalidir. Fe3+ ile iliskili siiperoksit iyonu protonlanirsa, hemoglobin demiri
oksitlenmeye devam eder ve oksijen baglayamaz. Bu gibi durumlarda,
methemoglobin  rediiktaz enzimi, sonunda demir merkezini azaltarak
methemoglobini yeniden aktive edebilecektir (Shaanan, 1983).

Nitrik oksit ve karbon monoksit gibi oksijen digindaki bilesikler de
hemoglobinin demir atomu ile birlesebilir. Karbon monoksit, demir atomuna
oksijenden daha siki bir sekilde yapisir. Karboksihemoglobin olustugunda, oksijen
karbon monoksiti higbir oOlgiide degistiremez. Bu durum komiir gazi

zehirlenmesinin molekiiler temelini olusturur.
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Sekil 2.4. Hb molekiiliiniin deoksi ve okside formundaki yapisal farkliliklar
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2.1.2. Globin Gen Yapis1

Yapilan arastirmalar a ve B globin zincirlerinin iki farkli gen ailesinden
sentezlendigini ortaya koymustur. Her polipeptid zinciri bir latin alfabesi harfleri
ile adlandirilir. Normal insan hemoglobinleri; a, B, vy, o, €, { globin zincirlerinden
olusur. Bu globin zincileri ise; a-globin gen kiimesi ve B-globin gen kiimesi
tarafindan sentezlenir (Ciiriik, 2017; Steinberg, 2009) (Sekil 2.5).

Alfa benzer genlerinden zeta, embriyonik hayatta aktif olup fetal ve eriskin
donemde gorev almaz. Beta benzer genlerinden biri olan epsilon embriyonik
hayatta, gama genleri de fetal donemde etkindir. Eriskin donemde ise delta ve beta
genleri daha aktiftir. Hayatin farkli donemlerinde etkinlik gdsteren bu genlerin bazi

ortak Ozellikleri bulunmaktadir.
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Sekil 2.5. Epsilon, A gama, G gama, delta, beta ve alfa globin genleri

Ug ekzon ve iki introndan meydana gelen her genin 5’ tarafinda yaklasik
50 niikleotid uzunlugunda bir Cap bolgesi ve protein sentezini baslatan kodon
(AUG) bulunur. Ekzon 3’iin sonunda ise stop kodonunu takip eden ve Poly A
kuyruguna kadar uzanan DNA dizisi transkripsiyonun bitis sinyallerini igerir.
Transkripsiyon initesinin sonunda yer alan Poly A kuyrugu (AATAAA) ise

mRNA’nin stabilitesini ve ribozomlara baglanmasini saglamaktadir.
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Alfa ve beta benzer globin genlerinin farkli gelisme evrelerindeki
(embriyonik dénemden erigkinlige) aktive olma sirasi 5’den 3’e¢ dogru organize
edilmistir. Gelisme donemi boyunca farkli globin genlerinin aktif olmasi, farkli
hemoglobinlerin sentezine neden olmaktadir. Bu dizisel aktivasyonun sorumlu
oldugu olaylarin dogasi (alfa benzer genlerinden zetanin alfaya, beta benzer
genlerinden epsilonun gamaya ve onun da betaya gecisi) biitiiniiyle
aydinlatilamamigtir. Fakat embriyodaki Yolk-sac’dan fetal karacigere ve oradan da
kemik iligine eritropoezin aktif gecisinde bir paralellik vardir. ikinci gegis ise beta
benzer globin genlerinde meydana gelmektedir. Yenidogan’da HbF’in yapisinda
bulunan gama zincir oranindaki Gy/Ay %70’den %30’a kadar azalma ile total
gama zincir iiretiminin azalmasi parelellik gostermektedir. Eriskinlerin ¢ogunda

%1°den az olan HbF’deki Gy/Ay oran1 %40-60 arasindadir (Ciiriik, 2017).

2.1.2.1. a-Benzer Gen Kiimesi

Alfa benzer globin gen kiimesi, 16.kromozomun kisa kolunun 13.3 lokusu
boyunca yaklagik 80 kb’lik yer alir (Tang Y, 2008) (Sekil 2. 6). Bu gen kiimesi ii¢
ekzon ve iki intron bolgesinden olusup toplamda 141 amino asidi kodlamaktadir.
Alfa geninin ekzon-1 bdlgesinde ilk 31 amino asit, ekson-2’de 62 amino asit (32-
99) ve ekzon-3’te 42 amino asit (100-141) kodlanmaktadir. Alfa globin gen kiimesi
ve bu bolgeleri sentezleyen DNA pargasi; 5 Alu tekrar ailesi, CpG bolgeleri ve G-
C’den zengin bolgeler igermektedir (Higgs, 1989, Chan, 1999) Alfa globin gen
kiimesi, ii¢ fonksiyonel alfa geni (al, a2) ve bir embriyonik zeta geni (() ile {i¢
psodogeni (y¢, ya2, yal) ve bir de teta genini (0) igerir. Genlerin hepsi 5'-3'
yoniinde olup ¢, w(, yo2, yal, 02, al ve 0 seklinde siralanmaktadir (Ciirtik, 2017).
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Kromozom 16

HS-40 4 wiwo wa ol al ,/
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Sekil 2.6. Alfa benzer gen kiimesi

Alfa (02 ve al) genleri yapisal olarak benzer protein iriiniinii vermektedir
ve sadece UTR (kodlanmayan) 5’ ve 3’ bolgelerinde dizi farki yer almaktadir. Alfa
benzer gen kiimesinde yer alan psddogenlerin islevleri tam olarak bilinmediginden
evrimsel kalintilar olduklart diisliniilmektedir. Teta genine ait herhangi bir protein
iriini bulunmamasina karsin korunmus yapist ve inaktive edici higbir mutasyonu
tasimamasi islevsel oldugunu diisiindiirmektedir. Alfa benzer genlerinden biri olan
zeta, embriyonik hayat boyunca aktiftir ancak fetal ve eriskin donemde gorev
yapmaz. Alfa globin gen kiimesinin sentezinin kontrolii upstream diizenleyici
elementler (0-URE) ile diizenlenmekte olup bes farklt DNaz I hipersensitif (HS)
dizileri tarafindan ekspresyonu kontrol edilmektedir. Bu diziler (HS4, HS8, HS10,
HS33 ve HS40) upstream bolgede lokalizelerdir. Bu bolgeler a-benzer globin gen
kiimesinin asir1 ekspresyonu durumunda sentezi kontrol altina almaktadir (Tang

2006, 2008) (Sekil 2. 7).

HS40HS33  HSIONSS 1S4 [ yoyed yal o2 al  f

Y WYymoiom @@

Sekil 2.7. Alfa benzer gen kiimesinin sentezini diizenleyen hipersensitif bolgeler

2.1.2.2. p-Benzer Gen Kiimesi
Insanda B-benzer globin gen kiimesi 11. kromozomun kisa kolunda

yaklasik 50 kb’lik yer tutar. Ug ekzon ve iki intron iceren B-geni 5’ ucundan 3’
10



2.ONCEKI CALISMALAR Sule ULUTAS

ucuna dogru &, Gy, Ay, yB, 6 ve P seklinde siralanmig olup 146 amino ait
kodlamaktadir (Barbour, 2000, Steinberg, 2009, (Sekil 2.8).

Globin zinciri sifreleyen dizilerin oldugu gen bolgelerine ekzon, proteine
doniismeyen dizilerin bulundugu bolgelere ise intron adi verilmektedir. 5° ve 3’
bolgelerindeki  translasyona ugramayan diziler oldukca Onemli gen

ekspresyonlarinda rol almaktadir (Weatherall, 2001).

Kromozom 11

i

HS54321 ¢ Gy Ar vB & B

o - —

Sekil 2.8. Beta benzer gen kiimesi

Beta globin geni, zincir iizerindeki 146 amino asidi kodlamak i¢in gerekli
bilgi (3 ekzon ve 2 intron) ile 5° ve 3” diizenleyici bolgelerini de kapsayan yaklasik
18 kb uzunlugunda gen bolgesine sahiptir. Beta genine ait ekzon-1 bolgesinde ilk
30 amino asit, ekzon 2’de 74 (31-104) amino asit ve ekzon 3’de ise 42 (105-146)
amino asit kodlanmaktadir. B-globin gen kiimesi 8 Alu tekrar ailesi igermesine
karsin CpG bolgesi icermemektedir (Steinberg, 2009). p gen lokusu iizerinde
bulunan Gy ve Ay genleri yapisal olarak benzer protein iiriinleri vermektedir. Gama
globin zincirleri; Gy globin zincirinde 136. amino asidinde Glisin, Ay globin
zincirinde ise ayni pozisyonda Alanin bulundurmasiyla farklilik gosterir. Bunlara
ek olarak Ay globin zincirinin iki varyanti bulunmaktadir. Bu varyantlardan
75.amino asidinde Treonin igeren AyT, izoldsin iceren ise Ayl olarak

adlandirilmaktadir. Fetal yagamda toplam gama zincirlerinin %75’ini Gy, %25’ini

11
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Ay olusturmaktadir. Dogum sonrasi ise bu oran degisir ve erigkinlik doneminde Ay
orani %60’a yiikselirken, Gy oran1 %40 civarina diiser. Beta gen grubunda yer alan
genlerden bir digeri olan yf’nin bilinen bir islevi bulunmamaktadir (Weatherall,
2001). B-benzer gen lokusunun transkripsiyonel diizenlenme boélgesi LCR (Locus
Control Region) yaklasik 20 kb uzunlugunda, & geninin 6-18 kb Oniinde yer
almaktadir. Bu diziler HS1, HS2, HS3, HS4 ve HSS5 olup her biri transkripsiyonu
aktiflestirme ve baskilamada gorev almaktadir (Plant, 2001) (Sekil 9).

HSS HS4 HS3 HS2 HSI

¢ O Ay ypid P

Sekil 2.9. Beta globin gen kiimesinin sentezini diizenleyen hipersensitif bolgeler

2.2. Hemoglobin Sentezi ve Hemoglobin Tipleri

Hem grubu ve globin zincirlerinin ortak iiretimiyle hemoglobin sentezi
gerceklesmektedir. Hem grubu, eritrosit Onciillerinin mitokondri ve sitoplazma
kisimlarinda sentezlenmektedir. Olgun eritrositler mitokondri icermediklerinden
hem grubu sentezleyemez (Yiiregir, 1990). Normal eriskin hemoglobin
molekiiliiniin protein kismini olusturan alfa ve beta globin zincirleri, globin
genlerinin iriinleri olarak sentezlenmektedir. Genel olarak, globin genleri aym
yapisal zellikleri gostermektedir. insan globin genleri; ii¢ ekzon, iki intron, 5° ve

3’ uglarinda ise gen ifadesini diizenleyen kisimlar icermektedir (Sekil 2.10).

12
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Sekil 2.10. Globin genlerinin gelisim siirecine gore sentezledikleri hemoglobinler

Globin zincirlerine ait genler 5’ ucundan 3’ ucuna dogru gelisim siiresi
boyunca ifade edilmektedir. Bu ifade sonucunda alfa, beta ve benzeri genlerin
iriinleri dengeli miktarda iiretilmektedir. Globin genlerinin sirayla ifade edilmesi
asamalarinda eritropoezin gerceklestigi organlar da degismektedir (Sekil 2.11).

Normal erigkin bir insanda, total hemoglobinin %95-98’ini HbA1, %?2-
3’tinii HbA2 ve %1’ini HbF olusturmaktadir. Biiyiik ¢ogunlugu olusturan HbA
molekiiliiniin yapisinda iki alfa ve iki de beta zinciri (¢2B2) vardir. Fetal ve
yenidogan doneminde baskin hemoglobin tiirii olan HbF (02y2) iki alfa (o) ve iki

gama (y) zincirinden meydana gelmektedir.

13
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Sekil 2.11. Gelisme siirecinde globin zincir sentezindeki degisimler

Eriskindeki baglica hemoglobin olan Hb A (02B2) dogumdan kisa bir siire
sonra Hb F’in yerini alir. Dogumdan sonra, 3. ayda Hb A baskin olmaya baslar.
Bu durum y ve B globin genleri arasinda donlisim gostermesi sonucunda
gerceklesmektedir. Hemoglobin F siklikla yagamin ikinci yilinda %2’ye kadar iner
ve ilerleyen donemlerde erigkin insandaki seviyesi %]1’in altina inmektedir.
Yapisinda iki alfa ve iki delta (8) zinciri bulunan HbA2 (0282) ise normal erigkinde
%2-3 oraninda bulunmaktadir.23 Embriyonik hayatin erken dénemlerinde Hb
Gower ve Hb Portland sentezlenmektedir (Cizelge 2.1.). Hb Gower, Hb Gower 1
(€2€2) ve Gower 2 (02¢2) formlarinda goriilebilirken; Hb Portland, Portland 1
(€2y2) ve Portland 2 (£2B2)] olarak iki formda bulunur. Bu molekiillerin yapisinda

yer alan alfa benzer zinciri zeta (), beta benzer zincirleri ise epsilon (g) ve gama

14
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(y)’dir. Gebeligin ikinci trimesterinden sonra epsilon zincirleri goriillmemektedir.

Kord kaninda Hb Portland az da olsa tespit edilebilir (Ciiriik, 2007)

Cizelge 2. 1. insan hemoglobinlerinin yapusi ile fetus ve eriskindeki miktari

m Erigkindeki Miktan Fetustadaki Miktan ve Yapim Zamani

Hb Gowert L& - ik tig ayda

Hb Gower2  me - Ik g ayda

HbPotland1 &y, - llk ¢ aydan sonra ve kordon kaninda
HbPotland2 (f,  HbH vealfatalasemi tagiyicilannda az miktarda ik U aydan sonra

Hb F wp %12 intrauterin 10-12. haftada

Hb Ay wh %23 Uglincd trimestirde

Hb A wh %95 6-8. haftada yapim baslar

* Total hemoglobinin %'si

2.3. Hemoglobin Molekiiliiniin Kalitsal Bozukluklar1

Hemoglobinin  kalitsal ~ bozukluklari hemoglobinopati olarak
adlandirilmaktadir. Hemoglobin molekiiliiniin yapisindaki globin zincirlerinde
meydana gelen degisikliklerin timii hemoglobin varyantlarini meydana
getirmektedir (Cizelge 2.2.). Hemoglobinopatiler ii¢ ana grupta incelenmektedir;
globin zincirlerinin yapisal degisimi sonucu olusan anormal hemoglobinler, globin
zincirlerinin yetersiz ya da hi¢ sentezlenmemesi sonucu olusan talasemiler ve
eriskin donemde fetal hemoglobin sentezinin devam etmesi sonucu olusan
meydana gelen HPFH (Hereditary Presistance of Fetal Hemoglobin) hastaligidir
(Weatherall, 2001a, 2001b).

15
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Cizelge 2.2. Hemoglobin molekiiliiniin kalitsal bozuklarinin siniflandirilmasi

Anormal Hemoglobinler Talasemiler HPFH

a-Zinciri a-Talasemi Delesyonel

B-Zinciri B-Talasemi Nondelesyonel

y-Zinciri dp-Talasemi B-gen kiimesine bagli olan

3-Zinciri ydpB-Talasemi B-gen kiimesine bagli olmayan

Fiizyon zincirleri (38, 6, yB) y-Talasemi B-gen kiimesine bagli olmayan
d-Talasemi

Diinya Saghk Orgiiti'ne (WHO) ait son verilere gdre hemoglobin
bozukluklar1 baslangicta 229 iilkenin %60'nda endemikti ve potansiyel olarak
dogumlarin %75'ini etkiliyordu, ancak su anda iilkelerin %71'inde endemik olup,
dogumlarin %89’unu etkiledigi i¢in, tiim diinyada hastaligin dnlenmesine yonelik
yerel stratejiler gelistirilmektedir (Modell, 2008). Diinya niifusunun en az %7’si
anormal bir hemoglobin geni tasimaktadir (yaklasik 270 milyon) ve her yil
300.000-400.000 g¢ocuk anlamli hemoglobin bozuklugu tamisiyla dogmaktadir.
Hastalarin yaklasik %90’1 diisikk ya da orta gelir diizeyindeki iilkelerde dogan
cocuklardir. Dogumlarin %70’ini orak hiicre hastaligi, kalanlar1 da talasemi
sendromlar1 olusturur (Williams 2012). Orak hiicre hastalig tanist alan dogumlarin
%70’1 Afrika’da goriiliir (Cizelge 2.3.). Diinya niifusunun en az %?2’si alfa talasemi

tagtyicisidir.

Cizelge 2.3. Hemoglobin bozuklugu olan yillik dogum sayisi

B talasemi major 22.989
HbE p talasemi 19.128
HbH hastaligi 9.568
Hb Barts Hidrops 5.183
SS hastaligi 217.331
S p-talasemi 11.074
S C hastalig1 54.736
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Diinyada ciftlerin yaklasik %1 hemoglobin bozukluguna sahip c¢ocuga
sahip olma riski bulunmaktadir. Yilda 400.000’lere ulasan dogumlarin 275.000’1
orak hiicre hastaligina sahip olup, erken tam ve profilaksiye ihtiya¢ duyar. En az
30.000’1 diizenli transfiizyon gerektiren yaklagik 70.000 beta talasemi, 5.000 kadar1
perinatal Olime neden olan alfa talasemilidir. Dogumlarin %75’ hemoglobin
bozukluklarinin endemik oldugu bolgelerde goriiliir. Yilda 9 milyon tasiyici kadin
gebe kalmaktadir. Tastyicilarin eslerinde tasiyicilik riski %0,1-40 (ortalama %14)
arasinda degismektedir. Yilda en az 948.000 yeni tasiyict ¢ift belirlenmektedir.
Yilda 1,33 milyon riskli gebelik vardir ve tiimiine prenatal tani1 uygulanmalidir.
Dogan cocuklarm yaklasik %12’°si transfiizyona bagimli talasemi major tanisi
almakta, bunlarin  yalmzca %40’ma uygun demir selasyon tedavisi
verilebilmektedir. Orak hiicre anemisi bozukluklarina iligkin karsilastirilabilir veri
ise yoktur (Cizele 2.3.). Beta talasemi prevalanst Akdeniz iilkeleri, Orta Dogu,
Asya, Giineydogu Cin, Uzak Dogu iilkeleri yani sira Kuzey Afrika kiyilart ve
Giliney Amerika’da yiiksektir. En yiiksek tasiyict sikligi Kibris (%14), Sardunya
(%10,3) ve Giineydogu Asya’da rapor edilmistir. Tiim diinya niifusunun %1,5’1
dolaymmda (80-90 milyon kisi) beta talasemi tasiyiciligt oldugu tahmin
edilmektedir. Cogu gelismekte olan iilkelerde olmak iizere, her yil yaklasik 60.000
semptomatik talasemili dogum olmaktadir. Total yillik semptomatik birey
insidansinin diinyada 100.000’de 1, Avrupa Bolgesinde 10.000’de 1 oldugu
disiiniilmektedir. Bir¢ok bdlge niifusunda tasiyict oranlarma iligkin dogru veri
yoktur. Uluslararas1 Talasemi Federasyonu’na gore diinyada, hayatta olan 200.000
talasemili hastaya diizenli tedavi uygulanabilmektedir. Beta talaseminin anormal
Hb veya yapisal bir Hb varyantiyla en ¢ok goriilen kombinasyonu HbE-B-talasemi
olup Giineydogu Asya’da tastyici sikligi oldukga (%50) yiiksektir (Anasa, 2008)
(Sekil 2.12) .
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Sekil 2.12.Hemoglobinopatilerin yeryiiziindeki dagilimi

2.3.1. Anormal Hemoglobinler

Anormal hemoglobinler hemoglobin molekiiliiniin yapisinda yer alan
globin zincirleri tlizerindeki aminoasit degisikleri sonucu meydana gelmektedir.
Hemoglobin molekiiliiniin polipeptid zincirlerini kodlayan genlerin ekzon
bolgelerinde meydana gelen bu mutasyonlar ile hemoglobinin yapisi, ekspresyonu,
globin genlerinin gelisimsel diizenlenmesi degisir. Bunlarin disinda bazi
insersiyonlar ve delesyonlar ¢esitli hemoglobin varyantlarinin olusumuna neden
olmaktadir. Bu varyantlarin ¢ogu klinik hastalik olusturmaz (Ahmed, 2001, Ciiriik,
2017).

Anormal hemoglobinleri olusturan bu varyantlarin hematolojik 6zellikleri,
elektroforezdeki hareketleri ile temelinde amino asit degisikligi oldugu
belirlenmistir (Akar, 2012). Bircogu genetik kodlamaya gore globin DNA
molekiiliinde tek niikleotid (baz) degisimi ile olusurken (beta zincir varyantlart Hb
S, Hb C, HbD, HbE); bazilarinda iki amino asit yer degisimi de vardir (HbC-
Harlem, HbS-Travis, Arlington Park). Bilinen anormal hemoglobinlerin gogunlugu
beta zincir varyantlaridir; delta ve gamma zincir varyantlari da tanimlanmigtir. Bazi

hemoglobin varyantlar1 dayaniksiz, bazilarinda ise aminoasit yer degistirmesinden
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farkli olarak 1-5 amino asit delesyonlari sonucu olusabilirler (Hb Gun Hill, Hb
Koriyama). Delesyon ve insersiyonlara ek olarak flizyon hemoglobinleri de

olusabilir (Hb Lepore, Hb Kenya) (Carver, 1995, Ariytirek, 2009)

2.3.1.1. HbS (Orak Hiicre Anemisi)

Hemoglobin molekiiliiniin ilk kesfedilen varyanti HbS olup, orak hiicre
anemisine neden oldugu iyi bilinir. HbA molekiiliinden farkli olarak globin geni
tizerindeki bir nokta mutasyonu olan B-globin zincirinin 6.pozisyonunda yer alan
glutamik asit amino asidi yerine valin amino asidi (6 Glu—Val) gelmistir. Bu yan
zincir kalintist ile bagka bir tetramerin BAla70, PPhe85 ve PLeu88 amino asit
kalintilariin  olusturdugu hidrofobik oluklar arasindaki kovalent olmayan
etkilesimler yoluyla tetramerik hemoglobin molekiilleri arasindaki iliski, ardindan
uzatilmig polimerin ¢dkelmesi, oksijensiz ortam iginde orak seklini alan kirmizi
kan hiicrelerinin olusumuna yol agar (Sekil 2.13). Polimeri stabilize eden iplik i¢i
ve iplikler aras1 kalintilar arasinda ¢ok sayida kovalent olmayan etkilesim vardir.
Gergeklesen bu tek amino asit degisikligi eritrositlerin parcalanmasiyla gesitli
klinik problemleri ortaya ¢ikmaktadir. Normal eritrosit dmrii 120 giin iken HbS
tagiyan eritrositlerin dmriiniin 16 giin oldugu tespit edilmistir (Huisman, 1992;

Oner, 2002; Mandal, 2020).
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Sekil 2.13. HbS tasiyan hiicrelerin yapisi ve damar i¢indeki hareketleri

Kirmizi kan hiicrelerinin oraklagmasi ilk olarak 1910 yilinda Afrikali bir
hastada orak hiicre anemisi seklinde kendini gdstermistir. Ayrica bu bolgelerde
yiiksek oranda malarya goriilmesine ragmen HbS heterozigot bireylerin hastaliga
neden olan Plasmodium falciparum parazitine karsi HbA tastyan bireylerden daha
diren¢li oldugu ve hastaligin seyrinin daha hafif oldugu saptanmigstir. Hastaligin
molekiiler nedeni on yillarca siiren aragtirmalar boyunca iyi anlagilmig ve bugiine
kadar ¢esitli tedavi prosediirleri arastirilmis olsa da, orak hiicre anemisi i¢in etkili
bir tedavi stratejisi heniiz kesfedilmemistir (Mandal, 2020). HbS genini heterozigot
(HbA/S) tasiyan bireyler orak hiicre anemisi tasiyicisi olarak adlandirilir. Yani
eritrositlerinde HbA ve HbS birlikte bulundurur. Bu bireylerin dolasimindaki
Hemoglobin S yogunlugu %50’den daha azdir ve kan morfolojileri dahil fiziksel

gelisimleri ve yasam siireleri de normaldir (Huisman, 1986, Lukens, 1993).

2.3.1.2. Hemoglobin C (HbC)

Hemoglobin C, beta globin zincirinin 6.pozisyonunda bulunan glutamik
asitin lizin yer ile degismesinden kaynaklanan beta globin zincirindeki
mutasyondur (GAG—AAG). Bu mutasyon sonucu pozitif yiikli beta-6-lizil
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gruplar ile negatif yiiklii bitisik molekiiller arasinda elektrostatik bir etkilesime
neden olarak HbC'nin kirmizi hiicrelerdeki ¢oziiniirliigliniin azalmasina yol agar
(Sekil 2.14.). Bundan dolayi, kristal olusumu meydana gelirken artmis kan
viskozitesine ve kirmizi kan hiicresi dmriniin kisalmasmna neden olur. Ancak,
glutamik asit yerine valinin gelmesinden kaynaklanan orak hiicre hastaligindan
farkli olarak, HbC, diisiik oksijen gerilimi sirasinda hiicre i¢i polimerizasyona
neden olmaz. Bu nedenle, genel olarak, orak hiicre ile birlestirilmedigi siirece (Hb

SC) hemoglobin C hastalig1 goriilmez (Bibek, 2020).

Sekil 2.14. Hemoglobin C hastasina ait hemoglobin elektroforez

Hemoglobin C'nin diger hemoglobin varyantlar ile birkag heterozigot
kombinasyonu goriilmektedir. Bir vaka ¢aligsmasi, daha dnce tanimlanmayan nadir
bir Hb kombinasyonu olan Hb-D-Ibadan ve HbC i¢in bilesik heterozigotlugu olan
geng bir kadin bildirdi. Bu kombinasyon prenatal tarama sirasinda tespit edildi ve
kombinasyonda HbD-lbadan fazla miktarda mevcuttu (%70,3-%24,4).
Kombinasyon Klinik olarak sessizdir ve talasemi-minér benzeri kirmizi hiicre
indekslerini gosterir (Bibek, 2018). Hemoglobin C-Harlem, alkalin elektroforezde
HbCninki ile ayni elektroforetik hareketlilige sahip baska bir nadir durumdur.
Ancak HbSS'ye benzeyen bu molekiil oksijensiz ortamda polimerize olabilir ve bu

nedenle orak hiicre hastaligina benzer bir klinik seyir gosterir (Zacharia, 2013).

2.3.1.3. Hemoglobin E (HbE)
Hemoglobin E (a2p226 Glu—Lys), B-globin zincirinin 26. pozisyonunda

glutamik asit yerine lizin gegmesi ile olur. Ayn1 zamanda B-globin genindeki
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GAG—AAG degisimi ile talasemik bir varyant olarak bilinir. HbE, homozigot
(HbEE) ve HbE/B-talasemi (E/B-thal) ve orak hiicre gibi ¢esitli bilesik heterozigot
(HbSE) durumlar1 da mevcuttur. Hemoglobin E elektroforez ile tespit edilebilir.
Tastyicilarda E miktar1 A ile karsilastirildiginda daha diisiik bir oranda sentezlenir.
Bunun nedeni, mutasyonun bir ekson i¢inde alternatif bir yapisma bdlgesi
olusturmasidir. Sonug olarak heterozigotlar, bilesik heterozigotlar ve homozigotlar
bazi [ talasemik oOzellikler gosterir (Bachir, 2004). Hemoglobin E aleli i¢in
homozigot olan bebeklerde HbF den dolayr (fetal hemoglobin) semptom
gostermezler. Yasamin ilk aylarinda fetal hemoglobin kaybolur ve hemoglobin E
miktar1 artar. Hemoglobin E aleli i¢in homozigot olan kisilerde (HbEE) hafif bir
hemolitik anemi ve dalakta hafif genisleme vardir. Hemoglobin E heterozigot
kisiler asemptomatik olup genellikle bir saglik sorunu yagamaz. Diisiik MCV ve
anormal kirmiz1 kan hiicrelerine (hedef hiicreler) sahip olabilirler HbSE hastaligina
sahip bilesik heterozigotlar, hemoglobin E geni bir ebeveynden ve hemoglobin S
geni digerinden miras alindiginda ortaya ¢ikar (Bachir, 2014). Fetal hemoglobin
miktar1 azaldik¢a ve hemoglobin S arttik¢a, gelisimin erken asamasinda hafif bir
hemolitik anemi ortaya c¢ikar. Bu hastaliga sahip hastalar, orta derecede anemi,
artmig enfeksiyon riski ve agrili krizler dahil olmak iizere orak hiicre anemisinin

bazi semptomlarini yasarlar.

2.3.1.4. Hemoglobin D (HbD)

Hemoglobin D, beta globin zincirinin 121. pozisyonundaki glutamik asidin
glisin ile yer degistirmesi sonucu olusur (GAG—CAG). Ulkemizde ikinci siklikta
goriilen hemoglobin varyant1 olup goriilme siklig1 %0,2’dir. Hemoglobin D’nin en
yaygin goriilen formu HbD-Punjab’dir. Bu varyant Hindistan’in Punjab bolgesinde
ve Pakistan’da yaygin olarak goriilmektedir. Hemoglobinin bu varyanti, Avusturya,
1spanya, Yunanistan, 1ngiltere, Almanya, Portekiz, Tiirkiye, Iran ve Hindistan’da

goriilmektedir. Tastyicilarda klinik, hematolojik ya da fizyolojik bir anomali
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goriilmezken; homozigot olgularda orta derecede hemolitik anemi goriilmekte olup

buna dalak biiyiimesi de eslik etmektedir (Bachir, 1998).

Hb A
Hb S/D

Hb A,

AC AD

A B C
Sekil 2.15. HbA, C, D ve S’in elektroforetik olarak karsilastiriimasi

HbD pH 8,6’da selilloz asetat elektroforezinde HbS ile birlikte gog
etmektedir. Asidik sitrat elektroforezinde ise HbA ile birlikte go¢ etmektedir. Bu
iki hemoglobin varyantinin ayrimini yapmak oldukga basit bir yontem olan
oraklasma testi ile gerceklestirilir. Ayrica asidik pH’da elektroforez sirasinda farkli

hizda go¢ etmeleri veya HPLC yontemi ile ya da genetik olarak ayrimi

yapilmaktadir (Altay, 1986, Huisman, 1993)

2.3.1.5. Tiirkiye’de Anormal Hemoglobinlerin Dagilim

Tiirkiye’de  yapilan c¢aligmalarda 60 anormal hemoglobin tiirii
tanimlanmustir (Cizelge 2.4). Cavdar ve arkadaslar1 1976’da Hb Lepore Boston’
Tiirkiye’de ilk kez raporlamistir (Cavdar, 1976). Alfa zincir varyantlarindan olan
Hb Adana’nin Hb Barts ile birlikteligi Ciiriik ve arkadaslari tarafindan 1993 yilinda
gosterilmistir (Ciirik, 1993). Yenice ve arkadaslart 2000 yilinda Nazilli’de
gerceklestirdikleri calismada 28 yasindaki bir kadin hastada HbG-Coushata,
Mugla’da 14 yasindaki bir erkek hastada da HbJ-iran olarak isimlendirilen anormal
hemoglobinleri saptamislardir (Yenice, 2000). 2003 yilinda Akar ve arkadaslari

tarafindan yiiriitiilen ¢alisma ile bir Tiirk ailesinde Hb Hamadan ve B talasemi
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kombinasyonu bulmuslardir (Akar, 2003). Beta zincir varyantlarindan Hb Capa,
Hb Ankara, Hb Hakkari, HbJ-Antakya ve Hb Istanbul ilk Kez Tiirkiye’de
tammlanmustir (Altay, 2002). Hb Istanbul Fransiz arastirmacilar tarafindan baska
bir hastada Hb Saint Etienne olarak da rapor edilmistir. {lk kez toplumumuzda
saptanan Hb Hakkari ve Hb Adana’nin unsatbil anormal hemoglobin varyanti
oldugu bildirilmistir. Bu unsatbil varyantlara ek olarak Hb Moabit Isvigre’de
yasayan bir Tiirk ailesinde ve Hb Koln de birkac {ilkede rapor edilen unstabil
hemoglobinler arasindadir (Aksoy M, 1972). Kdseler ve arkadaslari Denizli’de 32
yasindaki bir erkek hastada HbD-Ouled Rabah [betal9(B1)Asn—Lys] Tiirkiye’de
ilk defa saptamiglardir (Koseler, 2008).Alfa ve beta varyantlarina ek olarak bir
gama zincir varyanti olan HbF-Baskent (Ala—Thr) iilkemizde ilk kez
tanimlanmistir (Akar, 2007). Ciiriik ve arkadaslar1 tarafindan 2019 yilinda yapilan
bir calismada B-talasemi varyantlarindan biri olan Hb Hamilton Tirkiye’de ilk kez

gosterilmistir (Yildiz, 2019) (Tablo 2.4.).
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Cizelge 2.4. Tiirkiye’de Anormal hemoglobinlerin dagilimi

No Name Chain/Mutation No Name Chain/Mutation
1 Adana* a59 Gly>Asp 31 J-Antakya* 65 Lys>Met
2 Ankara* 10 Ala>Asp 32 J-lran B77 His>Asp
3 A2 Yialousa 682 Ala>Ser 33 J-Meerut al20 Ala>Glu
4 Antalya* Deletion/insertion 34 Knosos B27 Ala>Ser
5 Bagkent* y128 Ala>Thr 35 Koln 98 Val>Met
6 Beograd B121 Glu>Val 36 Lepore-Boston Hybrid
7 Brocton 138 Ala>Pro 37  M-lwate a87 His>Tyr
8 Bronova @103 His>Leu 38 Moabit a86 Leu>Arg
9 C B6 Glu>Lys 39 Monthgomery 048 Leu>Arg
10 City of Hope 69 Gly>Ser 40 M-Saskatoon B63 His>Tyr
11 Costant Spring  Prolonged a chain 41  N-Baltimore 95 Lys>Glu
12 Crete 129 Ala>Pro 42 Noah 0143 His>Tyr
13 Capa* 094 Asp>Gly 43 O-Arab B121 Glu>Lys
14 D-lran B22 Glu>GlIn 44 O-Podova a30 Glu>Lys
15 D-Punjab B121 Glu>Gln 45  P-Nilotic Hybrid
16 D-Ouled Rabah 19 Asn>Lys 46  Pyrgos B83 Gly>Asp
17 E p26 Glu>Lys 47  Q-lran a75 Asp>His
18 Emz 123 Thr>Asn 48 S B6 Glu>Val
19 E-Saskatoon B22 Glu>Lys 49  Sarrebourg B131 Gln>Arg
20 G-Copenhagen p47 Asp>Asn 50  Setif 094 Asp>His
21 G-Cousatta B22 Glu>Ala 51 Siirt* B27 Ala>Gly
22 G-Georgia a95 Pro>Leu 52  South Florida B1 Val>Met
23 G-Szuhu B80 Asn>Lys 53  Strumica all2 His>Arg
24 Hakkari* B31 Leu>Arg 54 Summer Hill B52 Asp>His
25 Hamadan B56 Gly>Arg 55  Tunis 124 Pro>Ser
26 Hamilton B11 Val>Ile 56 Tyne B5 Pro>Ser
27 Hasharon a47 Asp>His 57 Ube-2 068 Asn>Asp
28 Istanbul* 92 His>Gln 58 Volga B27 Ala>Asp
29 lIzmir* 86 Ala>Val 59  Yauzi B79 Asp>Asn
30 J-Anatolia a61 Lys>Thr 60 Westeinde a125 Leu>Gln
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2.3.1.6. Cukurova Bolgesinde Goriilen Anormal Hemoglobinlerin Dagilimi

Yiregir ve arkadaslarinin Cukurova Bolgesinde gergeklestirdikleri
calismanin sonucunda HbS geninin goriilme sikliginin %8,2 oranindan oldugu ve
yoresel olarak %3 ile %44 arasinda degistigini saptamislardir. Bu genin Antakya,
Adana, Mersin ve ozellikle Tarsus’ta goriilme sikligiin yiiksek, klinik seyrin ise
agir seyrettigini ortaya koymuslardir (Yiiregir, 1984). Karatas ilgesinde yaptiklari
tarama c¢alismasinda % 9,5 AS ve % 0,3 SF bulduklarinin rapor etmislerdir
(Yiiregir, 1989. Kiling ve arkadaslar1 ise Mersin il genelinde 6746 kiside yaptiklari
tarama sonucunda orak hiicre anemisi tasiyiciik oranmm % 6,4 olarak
saptamislardir (Kiling, 1999). Yiiregir ve arkadaslar1 Cukurova’da orak hiicre
anemili hastalarda haplotip calismas1 yapmiglar ve Cukurova Bolgesinde rastlanan
HbSS’li olgularin Amerikan zenci HbSS’li olgular ile benzerlik gosterdigini,
Cukurova’da rastlanan HbSS’lilerin Benin Cezayir (haplotip 19) tipi oldugunu,
Amerikan zencilerinin ise Benin-Cezayir ile birlikte Merkezi Afrika tipi (haplotip
20) oldugunu bildirmiglerdir (Kiling, 1988). Kiling ve arkadaslar1 Adana
bolgesinde hemoglobin S sikligint % 0,78 olarak rapor etmislerdir. Bir vakada Hb
Q-iran, diger bir vakada Hb O-Padova ve iki vakada HbD bulmuslardir (Kiling,
1986).

2.4. p-Talasemiler
2.4.1. Beta Talasemi dagihim

Beta talasemi,  globin zincir sentezinin azalmasi veya yoklugu ile
karakterizedir. Beta talasemi sendromlarinin siddeti mutasyonun tiiriine ve globin
miktarina baglidir. Mutasyona bagl olarak azalmis B globin miktari, eslesemeyen
o globin zincir fazlaligina neden olarak kirmizi hiicre onciilerinin normal
gelisimini ve canli kalabilmesini zorlastirmaktadir. Homozigot veya c¢ift
heterozigot [ talasemi vakalar1 kronik hemolitik anemiye neden olurken,

tastyicilarinda hicbir semptom gozlenmemektedir (Weatheral, 2001, Bunn, 1986,
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Lukens, 1999). Yiiksek oranda talasemi geni tasiyan toplumlar i¢ine alan diinya
talasemi kusagi, Akdeniz’den baglayip Ortadogu {izerinden Giineydogu Asya
tilkelerine kadar uzanmaktadir (Sekil 2.16).

: Beta talasemi

...S_ -C. ﬁ-Dﬁ-— Punjab ////E.

Sekil 2.16. Diinyada talasemi ve anormal hemoglobinlerin dagilimi

/ Alfa talasemi

Diinya niifusunun %3'0 (150 milyon) beta talasemi geni tasimaktadir. Beta
talaseminin diinyadaki dagilimi biyiik farkliklar gostermektedir. En sik olarak,
Akdeniz iilkelerinde (%0.5-14) Afrika ve Amerikali siyahlarda (%1.5), Giineydogu
Asya iilkelerinde (%S5) goriilmektedir. Akdeniz {ilkelerinde de oldukga farklilik
gosteren beta talasemi insidansi, Kibris'ta %14.7, Yunanistan'da %8, Arnavutluk'ta
%7.1, 1talya’da %3.7, Sardinya'da %12.6, Sicilya'da %35.9, Libya'da %4.6,
Azerbaycan’da % 10, Bulgaristan’da %2 ve Tunus'da %4.4 olarak bulunmustur
(Efremov 1992). Tiirkiye, Liibnan, Israil, Malta, Cezayir, Fas ve Korsika'da ise
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tagiyict insidanst %2-3 arasinda saptanmistir. Yugoslavya (%1.4), ve Fransa'da
(%0.1) talasemi tastyiciligr daha diisiik gozlenmistir. Akdeniz ada iilkelerinden
Kibris (%14.7), Sardinya (%12.6), Sicilya (%5.9) ve Yunan adalarinda (%5-20)
talasemi  insidansinin  yiiksek bulunmasi, kapali toplum olmalarindan
kaynaklanmaktadir (Efremov, 1992). Anormal hemoglobin ve talasemilerin diinya
tizerindeki dagilimi Sekil 2.16°da gosterilmistir (Lukens, 1999).

Bugiine kadar molekiiler diizeyde yapilan calismalar ile diinyada beta
talasemiye neden olan yaklagik 200 mutasyon belirlenmistir (Huisman, 1997).
Bunlardan 40 tane farkli mutasyon Tiirkiye’de de rapor edilmistir (Cizelge 2.5)
(Basak, 1992; Ciiriik, 2001; Oner, 1990).

Cukurova bolgesinde talasemi ve anormal hemoglobinler yoniinden tarama
calismalart C.U. Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali tarafindan 1980’li
yillarda baglatilmistir (Yiiregir, 1987, 1989).

Beta talasemi tasiyicisi olarak belirlenen orneklerden DNA izole edilerek
mutasyon tiirleri belirlenmistir. C.U. Tip Fakiiltesi Cocuk Hematoloji Kliniklerinde
takip edilen bazi hastalarin anne, baba ve kardeslerinde de mutasyon analizleri
yapilmigtir. Bunlara ek olarak prenatal tam1 amaciyla da mutasyon tiirleri

belirlenmis olup tiirleri ve dagilimi Cizelge 2.6. da gosterilmistir (Ciiriik, 2001)
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Cizelge 2.5. Tiirkiye’de gozlenen beta talasemi mutasyonlari

Mutasyonun Mutasyon Mutasyonun Mutasyon
Yeri Turtd Yeri Turt
-101 (C>T) IVS1-6 (T>0)
-87 (C—G) IVS1-110 (G—>A)
-30 (T->A) IVS1-116 (T—G)
-28 (G—C) IVS1-130 (G—A)

22 (G—>A) IV§1-130 (G—>C)
Fsc5 (-CT) Fsc 36/37 (-T)

Fsc 6 (-A) Cd 37 (G—>A)
Fsc8 (-AA) Cd 39 (C>T)
Fsc 8/9 (+G) Fsc44 (-C)

cd 15 (TGG—HTAG) Fsc 74/75 (-C)

Cd 15 (TGGHTGA) Fsc 82/83 (-G)

Fsc 22/23/24 (-AAGTTGG) IVS2-1 (GoA)
Cd 27 (G->T) IVS2-654 (C>T)

Cd 30 (G—C) IVS2-745 (C—>G)
IVS1-1 (G—A) IVS2-848 (C—>A)
IVS1-1 (G—>C) 3’ UTR (-13 bp)
IVS1-1 (G>T) Poly A (TAAASTAAG)
IVS1-5 (G—A) Poly A (TAATGA)
IVS1-5 (G—=C) -290 bp del

IVS1-5 (G->T)

Orak hiicre anemisi ve P talaseminin bugiine kadar kesin bir tedavisi
ulunamamistir. Bu nedenle hasta ¢ocuk dogumunu Onlemek igin prenatal tani
yapilmaktadir. Bu konuda ilk caligmalar fetal kan ornegi alinarak yapilmaya
baslanmistir (Weatheral, 1991). Hamileligin 18-20. haftalar1 arasinda fetal kan

Ornegi alinarak in vitro globin zincir sentezi ile hasta fetuslar belirlenmektedir.
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Cizelge 2.6. Cukurova bolgesinde gdzlenen beta talasemi mutasyonlarinin dagilimi

Mutasyon tipi Kromozom sayisi %
IVS1-110 (G—>A) 304 57.3
IVS1-1 (G—oA) 44 8.3
Cd 39 (C->T) 34 6.4
IVS1-6 (T—>C) 30 5.7
Fsc 8 (-AA) 13 5.5
-30 (T—>A) 12 5.1
IVS2-1 (G—oA) 5 2.1
IVS2-745 (C—oG) 10 4.2
Fsc 5 (-CT) 12 5.1
Fsc 44 (-C) 8 34
Fsc 74/75 (-C) 5 2.1
IVS1-5 (G—C) 1 0.4
Fsc 8/9 (+G) 2 0.8
Fsc 36/37 (-T) 2 0.8
Fsc 22/23/24 (-AAGTTGG) 2 0.8
IVS1-130 (G—>0) 2 0.8
IVS1-5 (GoA) 1 0.4
-28 (G—Q) 1 0.2
Cd 15 (TGG—HTGA) 1 0.2
Fsc 82/83 (-G) 1 0.2
Toplam 530 100.0

Son yillarda gebeligin 10-12. haftalar1 arasinda koryonik villus ornegi
almarak izole edilen DNA oOrneklerinde anne ve baba adaylarindan gelen
mutasyonlar belirlenerek prenatal tan1 yapilmaktadir (Cao, 1986; Tiizmen, 1996;
Attila, 1999). C.U. Tip Fakiiltesi Prenatal Tam Unitesinde 1992-2000 yillari
arasinda toplam sekiz y1l boyunca 537 dogum Oncesi teshis yapilmis olup 121 fetus
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hasta (105 homozigot ve 16 ¢ift heterozigot) olarak belirlenmistir. Bunlardan
cogunlugu orak hiicre anemisi (HbSS: 83) olmak iizere, 7 tane S-B-talasemi, 26 3-
talasemi, 2 HbSE, 1 HbE-B talasemi, 1’er vaka da HbSD ve HbDD olarak
belirlenmistir. Prenatal tanisi yapilan fetuslarin anne ve baba adaylarinda HbS,

HbE ve HbD yaninda 17 farkli beta talasemi mutasyonu belirlenmis olup dagilimi

Cizelge 2.7.’de gosterilmistir (Ciiriik, 2000).

Cizelge 2.7. Prenatal tan1 yapilan ailelerde

B-talasemi mutasyon tiirleri ve dagilimu

Mutasyon turi

Kromozom sayisi

%

IVS1-110 (G—A) 114 48.1
Cd 39 (C->T) 23 9.8
IVS1-1 (G>A) 15 6.4
Fsc 8 (-AA) 13 5.5
Fsc5 (-CT) 12 5.1
-30 (T—>A) 12 5.1
IVS1-6 (C>T) 10 4.2
IVS2-745 (C>G) 10 4.2
Fsc 44 (-C) 8 34
Fsc 74/75 (-C) 5 2.1
IVS2-1 (G—A) 5 2.1
Fsc 36/37 (-T) 2 0.8
Fsc 22/23/24 (-AAGTTGG) 2 0.8
IVS1-130 (G—Q) 2 0.8
Fsc 8/9 (+G) 2 0.8
IVS1-5 (G—C) 1 0.4
IVS1-5 (G>T) 1 0.4
Toplam 237 100.0
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Hasta fetus tasiyan anneler icin abortus kaginmaz olup bu travmatik
yontemi 2-3 kez yasayanlar ¢ocuk isteminden bile vazgegmektedirler (Verlinsky,
1999). Son yillarda prenatal tani istemeyen anne adaylarina preimplantasyon
genetik tan1 imkani1 saglanmaktadir. Prenatal tanmin ¢ok erken formu olarak
bilinen PGD ile in vitro fertilizasyon sonucu elde edilen embriyolardan birer hiicre
almarak DNA diizeyinde genetik analizler yapilmaktadir. Saglam olarak teshis
edilen embriyolar annenin uterusuna transfer edilmektedir (De Rycke, 2001). Anne
adaylar1 hasta fetus tasimadigini gebelik siireci baslamadan 6grenmektedir.
Boylece gebeligin sonlandirilmasi gibi bir isleme de gereksinim yoktur.

Beta talasemi alleli tasiyan aileler prenatal veya preimplantasyon genetik
tani icin adaydir. Bu aileler her gebelik icin %25 oraninda hasta ¢cocuk sahibi olma
riskine sahiptirler. Beta talaseminin prenatal tanisi ¢iftlerden her ikisi de fertil ve 3
talasemi mutasyonu tasiyor ise anne ve baba adaylarindan kan alimip DNA izole
edildikten sonra mutasyon taramasi yapilir. Mutasyon tespitinden sonra annenin
gebe kalmasi tavsiye edilir. Gebeligin 10-12. haftalar1 arasinda CVS alinarak anne
ve babanin tasidigi mutasyonlar kontrol edilir. Hasta olmayan fetusun gebeligi
stirdiiriiliirken hasta tespit edilen fetus ailenin verecegi kararla sonlandirilir.

Prenatal ve preimplantasyon genetik tanmin amaci risk altindaki ¢iftlerin
hasta ¢ocuk sahibi olmasini 6nlenmektedir. PGD’nin istiin yan1, 10-12. haftalarda
prenatal taniya gitmenin ve %?25 oranindaki hasta fetusu tasima endisesinin
giderilmis olmasidir. Ayrica hasta fetusun abortusu sonucu meydana gelen travma

da elimine edilmis olacaktir (Hui, 2002).

2.4.2. Beta Talaseminin Prenatal Tanisi

Prenatal tani, fetusdeki normal dist bulgularin gebeligin miimkiin
oldugunca erken doneminde tespit edilmesi ve gerekiyorsa sonlandirilmasidir.
Bunlar kalitsal gecis gosteren hastaliklar olabildigi gibi, degisik nedenlerle olusan
malformasyonlar, intrauterin enfeksiyonlar ve benzeri patolojilerde olabilir

(Beksag, 1996).
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Dogum oncesi teshiste invaziv yaklagimlar amniyosentez, koryonik villiis
orneklemesi, fetal kan drneklemesi ve diger fetal dokularin elde edilmesidir. Non-
invaziv yaklasimlar ise daha ziyade anatomik bozukluklara yonelik goriintiilleme
tekniklerinin kullanilmasi, maternal kanda fetal hiicrelerin incelenmesi ve

biyokimyasal testlerdir (Beksag, 1996).

2.4.3. Koryonik Villus Orneklemesi (CVS)

Prenatal tan1 amaciyla gebeligin 10-12. haftalar1 arasinda plasental doku
elde etmek icin koryonik villus orneklemesi yapilir. CVS, transabdominal veya
transvajinal yolla (Sekil 2.17.) yapilmaktadir (Beksag, 1996). Elde edilen doku ve
hiicreler amniyosenteze oranla daha fazla oldugundan DNA ve enzim g¢alismalari
icin ¢ok uygundur. Materyalden kisa siirede DNA elde edilerek PCR tekniklerinin
rahat uygulanmasi nedeniyle CVS tercih edilmektedir. Ancak CVS alinmadan 6nce
anne ve baba adaylarindan kan 6rnegi alinarak mutasyon tipleri belirlenmelidir.
Boylece CVS oOrneginde ciftlerin sahip oldugu mutasyonlar kisa siirede teshis
edilmektedir. CVS materyali direkt olarak veya kiiltiir asamalar1 sonrasinda da
kullanilabilmektedir (Beksag, 1996).

Koryonik villus drneklemesi enfeksiyon nedeniyle anne agisindan dnemli
komplikasyonlara neden olabilmektedir. islemden sonra bazen diisiik meydana
gelmekte olup bu konuda kesin bilgi vermek giictiir. Anne yas1 ve yeterli drnek
alabilmek i¢in yapilan girisim sayisi bu oranlar etkilemektedir. Genel olarak
deneyimli kisilerce alinan CVS’in yasa baglh diisiik oranii (%1-2) artirdig1 kabul
edilmektedir (Beksag, 1996; Thompson, 1991,).
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Sekil 2.17. Transabdominal ve transvajinal koryonik villus 6rneginin alinmasi

2.4.4. Mutasyon analizi

Genetik hastaliklara neden olan mutasyonlar, tek niikleotid degisiminden

kromozomun bir kisminin delesyonuna kadar genis bir spektrumu igine almaktadir.

Prenatal tanida kromozom anomalileri i¢in sitogenetik yontemler kullanilmaktadir

(Beksag, 1996). Az miktardaki genomik DNA, polimeraz zincir reaksiyonu

(Polymerase Chain Reaction; PCR) ile ¢ogaltilarak iizerindeki mutasyonlar tayin

edilmektedir. Bu konuda ¢ok ¢esitli teknikleri mevcut olup devamli gelisim ve

degisim soz konusudur. (Weatheral, 1991). PCR temeline dayali yontemlerden

Amplification Refractory Mutation Systems; ARMS (Newton, 1989), Restriction
Fragment Length Polymorphism; RFLP (Andreas, 1989; Ciiriik, 1993) ve DNA

Dizi Analizi (Ciiriik, 1994, Sanger, 1977) beta talasemilerin molekiiler tanisinda

yaygin olarak kullanilmaktadir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Cihazlar
Otomatik pipet
Mikrosantrifiij
Spektrofotometre
Thermo-cycler

Minijel elektroforez tanki
Disiik voltaj gii¢ kaynagi
Mikrodalga firin

UV lamba

MP4 kamera

Isitict blok

Dikey jel elektroforez cihazi
pH metre

Etiiv

Vorteks

Derin dondurucu (-20°C)

3.2. Kimyasal Maddeler
3.2.1. Kat1 Maddeler
Proteinaz K

Agaroz

Etidyum bromiir

Tris

Tris baz

Borik asit

Amonyum siilfat
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Gilson 20,100,200
Heraeus Biofuge pico
Shimadzu UV-120-02
DNA Termal Cycler
Bio-Rad

Bio-Rad

Argelik

Cole-Parmer 9814
Polaroid MP4 Land Camera
Lab-line 2050-1
Bio-Rad Protean 11
Beckman, Century SS-1
Niive-EN 500

Niive

Bosch

Sigma P 6556
Bio-Rad 162-0126
Sigma E 8751
Amresco 0826
Sigma T6066
Sigma B 0252
Sigma A-2939
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Amonyum kloriir
Ksilen siyanol

Sodyum EDTA
Sodyum Dodesil Siilfat
Potasyum kloriir

Tris HCI

Magnezyum kloriir (MgCl, 6H,0)
Jelatin

Spermidin

Agaroz

Bromfenol mavisi
Ficoll

Hidroksi kinolin

3.2.2. Sivi Maddeler

Taq polimeraz

Deoksi Adenozin trifosfat
Deoksi Sitozin trifosfat
Deoksi Guanozin trifosfat
Timidin trifosfat

Fenol

Kloroform

3.3. Kan Ornekleri
3.3.1. Kan

Sigma A-5666
Sigma X-4126
Merck 347
Sigma L-5750
BDH 6698770
Amresco 0324
Merck 834
Merck 839
Sigma S-0266
Sigma A-0169
Sigma B-0149
Sigma F-4375
Merck 7098

Sigma D 6677
Sigma D-4788
Sigma D-4913
Sigma D-5038
Sigma T-9656
SigmaP-4557
Merck 711

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Balcali hastanesine dogum &ncesi tani

amaciyla bagvuran talasemi tasiyicisi anne ve baba adaylarindan EDTA’l1 tiiplere

kan 6rnekleri alindi. Kan sayimlari otomatik cihazla yapildiktan sonra HbA, diizeyi
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yiiksek basingl sivi kromatografisi (HPLC) ile belirlendi. Tam kan 6rneklerinden

DNA izole edilerek anne ve baba adaylarinin mutasyon analizleri yapildi

3.4. Yontemler
3.4.1. Hematolojik incelemeler

EDTA'l tiiplere toplanan kanlar yavase¢a birkac defa karistirilarak homojen
hale getirildikten sonra hematolojik analizlerden Hemoglobin (Hb), Hematokrit
(Hct), Eritrosit (RBC), Ortalama Eritrosit Hacmi (MCV), Ortalama Eritrosit
Hemoglobini (MCH) ve Ortalama Eritrosit Hemoglobin Konsantrasyonu (MCHC)

otomatik kan sayim cihazi ile dl¢iildii.

3.4.2. Hemolizat hazirlanmasi

Kanlar ii¢ kez serum fizyolojik ile yikanarak 2400 rpm'de 10 dak santrifiij
edilmistir. Cokelen hiicre hacmi kadar su ilave edilerek 5 dakika iyice
calkalandiktan sonra 3000 rpm'de 10 dakika santrifiij edilmistir. Hemolizat olarak
bilinen st faz HPLC ve hemoglobin elektroforezi, HbA2 ve HbF analizlerinde
kullanilmgtir.

Kontrol hazirlanmasi; HbAA, HbSS ve HbF oldugu bilinen kanlardan
hemolizat hazirlanarak Hb  konsantrasyonlar1  &lgiildii.  Orneklerin ~ Hb
konsantrasyonu 12 g/dL olacak sekilde ayarlandi. Her li¢ hemolizattan esit hacimde
alinarak karistinldi ve daha sonra kiigiik siselere boliinerek +4°C'de saklandi
(Huisman and Jonxis, 1977).

Yiiksek basin¢h sivi kromatografisi (HPLC): Hemoglobin varyantlariin
belirlenmesinde kullanilan yiiksek basingli sivi kromatografisi hizli, giivenilir ve
tekrarlanabilir bir yontemdir. Zayif katyon degistirici kolonlar Hb'lerin analizinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Globin zincirleri ters faz kolonlar1 kullanilarak HPLC
ile analiz edilmektedir. Bu islem globinlerin hidrofobik 6zelliklerinden faydalanilarak

yapilmaktadir (Huisman and Jonxis, 1977).
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HPLC cihaz1 Agilent 1100

Kolon: Poly CAT katyon degistirici (3.54CT 0315, 3uL 100)
Cozeltiler:

Mobil Faz A: 20 mM Bis Tris, 100 mg KCN pH 6.2
Maobil Faz B 20 mM Bis Tris, 200 mM NaCl pH 6.5

3.4.3. Molekiiler Yontemler
3.4.3.1. DNA izolasyonu

Prensip

Periferal kandaki kirmizi hiicreler hipotonik bir ¢ozelti ile patlatildiktan
sonra santrifiij edilerek lokositler ayristirilir. Sodyum kloriir-Tris-EDTA (STE)
soliisyonu ile siispanse edilerek sodyumdodesilsiilfat (SDS) ve Proteinaz K
eklenmesiyle proteinler sindirilir. Fenol-Kloroform ekstraksiyonu ile purifiye
edildikten sonra saf etanolde g¢oktiiriilerek genomik DNA elde edilir (Poncz M,
1982).

Ayriraglar

e l0xRetikiilosit salin soliisyonu
70 mM NacCl 40909
25 mM M KClI 185¢g

35 mM MgCl, x 6H,O 7.10g distile suda ¢oziilerek litreye tamamlanir.
e Hemoliz soliisyonu: her giin taze hazirlanir.

131 mM NH,CI 714 ¢
0.9 mM NH;HCO;, 0.07 g suda ¢oziilerek litreye tamamlanir.
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e STE soliisyonu

0.1 M NaCl 5.84¢
0.05 M Tris 6.05¢
1 mM EDTA 0.37 g distile su ile litreye tamamlanmadan 6nce

pH 7.4'e  NaOH veya HCI ayarlanarak +4°C'de saklanir.

e Proteinaz K
25 mg proteinaz K, 2.5 mL 10 mM Tris-HCI pH 7.5 igerisinde ¢6ziiliir ve -
20°C saklanur.

e Fenol
1000 g fenol 500 mL saf suda ¢oziiliir. Uzerine esit hacimde 200 mM Tris-
HCI pH 8 ilave edilerek bir ka¢ kez iyice ¢alkalanir. Fazlar ayrilincaya
kadar beklenir. Tamponun {ist fazinin pH's1 kontrol edilir. pH 8.0'in altinda
ise iist faz atilip yeni tampon eklenir. Ayn isleme pH 8.0 oluncaya kadar
devam edilir. Islemin sonunda fenol fazinin iizerinde bir miktar tampon
birakilip, fazlasi atilir. Fenol konsantrasyonu %0.1 olacak sekilde hidroksi
kinolin eklenir. Bu maddenin ¢o6ziilmesiyle fenol sari bir renk alir ve
buzdolabinda uzun siire saklanabilir.

e  Fenol/Kloroform/izoamil alkol: 25/24/1

e Kloroform/izoamil alkol: 24/1

Yontem

EDTA'h tiiplere alinan 2.5 mL kan 10 mL'lik agz1 kapakli plastik santrifiij
tiiptine aktarilir. On dakika santrifiij (2500 rpm) edilerek plazmasi atilir. Cokelen
kan hiicreleri {izerine lxretikiilosit soliisyonu konularak karigtirilir. 10 dakika
+4°C’de santrifiij edildikten sonra {ist faz atilir. Bu islem li¢ kez tekrarlanir.

Cokelen hiicreler lizerine hemoliz soliisyonu konularak eritrositlerin patlamasi igin
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10 dakika buz i¢inde bekletilir. Santrifiij edilerek hemolizat ayrilir, tiipiin dibindeki
lokositler icinde kirmiz1 hiicreler kalmis ise islem tekrar edilir. Beyaz hiicreler 4
mL STE soliisyonu ile siispanse edilerek iizerine 125 pL %20k SDS ve 50 pL
proteinaz K (10 pg/uL) eklenerek hafifce karigtirilir. Etiivde (37°C) bir gece inkiibe
edilen bu karistma 5 mL fenol eklenerek 10 dakika nazikce karistirilip santrifiij
edilir. Ust faz alinir, kendi hacmi kadar kloroform-izoamil alkol ile 10 dakika
karistirilir. Santrifiij isleminden sonra iist faz soguk absolii etanol i¢ine alinir. Hava
kabarciklar: ¢ikarak ¢okelen DNA santrifiij edilerek ayrilir. Tiipiin dibinde biriken
DNA iizerine 1 mL %70’lik etil alkol ilave edilerek karistirilir. Ug dakika santrifiij
edilerek alkol dokiiliir. Tiipiin agz1 acik birakilarak alkol tamamen buharlastiktan
sonra DNA ¢okelegi tizerine (DNA ¢okeleginin miktarina gore) 100-200 uL saf su
konur. Oda sicakliginda bir gece veya 37°C de 2-3 saat bekletilir. DNA tamamen
¢Oziiniince 10 uL'si 590 uL saf su ile karistirilip 260 nm'deki absorbansi dlgiilerek
konsantrasyonu hesaplanir.

ODy6p X Sulandirma orani(60) X 50 = pg/mL

Hazirlanan DNA'nin 280 nm'deki absorbansi da Olgiilerek OD,g0/ODogg

oranindan verimi kontrol edilir. Bu oran 1.5< ise kaliteli DNA elde edilmistir.

3.4.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Beta Gen Amplifikasyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu ile genomik DNA'nin istenilen bolgesi, ilgili
gene spesifik bir ¢ift primer yardimiyla ¢ogaltilmaktadir. Amplifikasyon olarak
bilinen bu islemde DNA 95°C' ye kadar 1sitilir. Boylece ¢ift iplikli DNA ayrilarak
tek iplikli DNA haline gelmesiyle denatiirasyon saglanmus olur. Ikinci asamada 1s1
(55°C-65°C) disiiriilerek spesifik primerlerin komplementer dizilerine yapigmasi
(annealing) saglamir. Ugiincii asamada taq polimeraz enzimi ile deoksiniikleozid
trifosfatlar (ANTP) primerlerin 3’ ucuna, eklenerek yeni zincir 5'—>3' yoniinde

sentezlenmektedir. Bu ii¢ basamaktan meydana gelen 1s1 degisiminin her tekrarinda
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(dongii) sentezlenen zincir sayisi iki katina ¢ikar. Thermal Cycler ile saglanan bu
1s1 dongiisii 25-30 kez tekrarlanarak gen amplifikasyonu saglanir (Saiki, 1985).

Thermal Cycler cihaz1 PCR tiiplerinin yerlestirildigi bir 1sitict blok ve 1s1
degisimlerini ayarlayan 1sitict ve sogutucu sistemler ile bunlarin siirelerini
ayarlayan bir mikro islemciden olusmaktadir. Bu alette termal dongii protokolleri
onceden girilerek uygulanir.

Insan beta globin geni iizerinde bulunan mutasyonlar1 tayin etmek icin
PCR temeline dayali yontemler kullanilmaktadir. Bu c¢alismada PCR-RFLP,
ARMS ve genel amagli PCR yontemi kullanilarak analizler yapilmistir. Beta globin
geni 11 ve 12 nolu primerler ile amplifiye edilmektedir (Cizelge 3.1.). PCR sonucu
elde edilen fragmant 585 bp uzunlugunda olup bu iiriin agaroz jel elektroforezi ile

goriintiilenmektedir.

Cizelge 3.1. ARMS ve RFLP i¢in baz1 PCR protokolleri

ARMS Program 70 RFLP Program 76
Sicaklik | Zaman (saniye) | Dongii (n) Sicaklik Zaman Dongii (n)
(saniye)
94 °C 60 94 °C 60
65 °C 60 25 62 °C 60 30
72°C 90 72°C 90
72°C 180 1 72°C 60 1

a. Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

Prensip

PCR ile amplifiye edilen gen pargalari, mutasyon noktasini taniyan bir
restriksiyon endoniikleaz ile inkiibe edilerek jel elektroforezinde ayristirilir.
Fragmant parca uzunluklarina gore genotipi belirlenir (Kayrin, 2003).

Beta globin geni 11 ve 12 nolu primerler ile #76 nolu program kullanilarak
amplifiye edilmistir (Tablo 6). Agaroz jelde kontrol edildikten sonra 10 pL PCR
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iiriinii bir ependorf tiipline almip lizerine 1puL Dde I (5U/pL) enzimi eklenir. Bir
gece 37°C de inkiibe edildikten sonra % 2’lik Agaroz jel (NuSieve Agaroz 1 g,
Agaroz 1 g) elektroforezinde vyiritiliip etidyum bromiir ile boyanarak
degerlendirilir. Beta globin geni tizerindeki 11 ve 12 no’lu primerler ve Dde I

enziminin kesim yerleri Sekil 6’de gdsterilmistir.

b. Amplification Refractory Mutation System (ARMS)

Prensip

Onceden karekterize edilen nokta mutasyonlar1 veya kiiciik delesyonlar
ARMS yontemi ile belirlenebilmektedir. ARMS yonteminde iki ayr1 PCR tiipii
kullanilir. Normal DNA dizisine 6zgii ARMS primeri, sadece normal alleli
belirlerken mutant alleli amplifiye edemez. Benzer sekilde, ikinci tiipde mutant
allele spesifik primerler mutasyonu belirlerken, normal diziyi amplifiye edemez
(Newton, 1989).

Klasik PCR'dan farkli olarak her mutasyon i¢in ayr1 bir amplifikasyon
yapilarak B globin geni taranmaktadir. Mutant  globin alelline 06zgii primer
sadece mutasyonun oldugu bolgeyi tanirken, tek bir niikleotid farkli olsa bile
amplifikasyon gergeklesmeyecektir. Birinci PCR tiipiine mutasyona spesifik primer
(#44M) ile ona zit yonde galisan diger primer (#30) PCR kosullarini saglamak i¢in
eklenir. Normal allele 6zgii primer (#45N) ile buna zit ¢alisan diger primer (#30)
de ikinci PCR tiipiine konularak thermal cycler da #70 nolu program kullanilarak
amplifikasyon yapilir. Boylece her iki tiipde amplifikasyon gozlenirse tasiyici,
sadece mutant primerin bulundugu birinci tiipte amplifikasyon var ise hasta, birinci
tiipte yok sadece ikinci de varsa, spesifik mutasyon mevcut degildir denir. Ayrica
beta geni 15 ve 16 no’lu primerler ile amplifiye edilerek PCR kosullar1 kontrol
edilmektedir. Kisaca her tiipte iki farkli fragmant amplifiye edilmektedir (Sekil
3.1) (Kayrin L, 2003).
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Ayrraclar
o Stok Cozeltiler
KCI 2M
TrisHCI, pH 8,3 1M
MgCl, 6H,0 1M
Spermidin 1M

e 10X Tris Tamponu

2M KCI 1.25mL
1M Tris-HCI 0.5mL
1M MgCl, 75uL
Jelatin 5mg
Steril distile su 3.2mL

Etiivde (37° C) jelatinin erimesi i¢in bekletilir.

e PCR karisimi (4 mL)

10X PCR tamponu 500 puL
Steril distile su 2700 uL
1,25mM dNTP karigimi 800 puL
Spermidin 1M 4 uL

e dNTP Kkarisimi; dNTP'lerin (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) her birinden (100
mM'lik stoktan) 60 pL alinip iizerine 4740 pL steril distile su eklenerek
1.25 mM'lik ¢ozelti hazirlanir.

e Primerler; Primerler 5 pmol/pL olacak sekilde sulandirilir.

e Taqg polimeraz enzimi; 5 U/L
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Yontem

PCR karisimina mutant allel igin #15, #16, #30 ve #44, normal allel i¢in

#15, #16, #30 ve #45 no’lu primer, genomik DNA ve taq polimeraz eklenir.

PCR karigimi

Normal ARMS primeri #45

Mutant ARMS primeri #44
Ortak primer #30

5' Kontrol primer #15

3' Kontrol primer #16
DNA (0.5-1 pg/pL)

Tag polimeraz (5 U/ulL)

Toplam hacim

Normal PCR tiipii

25.1 l

Mutant PCR tiipii

20ul
1l
1l
1yl
1yl
1l
0.1l
25.1 ul

ARMS yonteminde kullanilan kontrol ve ortak primerler Cizelge 3.2°de

verilmistir.

Cizelge 3.2. ARMS yonteminde kullanilan ortak ve kontrol primerleri

5°Ortak primer # 30 5’ACC TCA CCC TGT GGA GCC AC 3’

5’Kontrol primer #15 5’CAA TGT ATC ATG CCT CTT TGC ACC 3’

3’Kontrol primer #16 5’GAG TCA AGG CTG AGA GAT GCA GGA ¥’

Cd5 (-CT) #44 5" ACA GGG CAG TAA CGG CAG ACT TCT CCG CGA 3°

Cd5 (-CT) #45 5> CAC AGG GCA GTA ACG GCAGACTTICTCGTCG ¥
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-1418 coagaagage caaggacagg tacggototeo atcacttaga coteoaccotg tggagocaca
#17- > #30 —(PREVATES
E coctagggtt goccaatcta otcocaggad cagdgaggge aggagcocagg gotbgggoata
-28 aasgtceggg cagagocatce tattgotthAc atttgottcot gacacaactg tgtbtcactag
24 Ccaacctcama cagacaco - #45N
Ekacn 1 ATG GIE CRC CTG ACT C4CT GAG GRG ARG TCT GCC GIT ACT GCC CTIG TGG
* Fa4aM
Cd 1¢ GGC ARLG CIG ARC GTG GAT GAR GIT GGT GGT GAG GCC CIG GEC AG
V51 1 gttggtetce aggttacaag acaggtttaa ggagaccaat agesectggg catgtbggaga
Bl cagageegac tcttgggttt ctgataggca ctgactotot ctgoctattg gtcotattttc
121 CoACCwCLtaq

Ekacn 2 G CTG CIG GIG GIC TAC CCT TIGE ACC CAG AGG TIC TIT GAG TCC TIT GGG

cd 47 GAT CTG TCC ACT CCT GAT GCT GIT ATG GGC AAC CLT ne GIG ARG GCT

Cd &3 CAT GGC ARG ARR GTG CTC GGET GCC TTT AGT GAT &&C CTIG GCT CRC CTG

cd 7% GAC ANT CTIC RAAR GGC ACOC TIT GCC ACA + CTG AGT GAG CTG CAC TGT GAC

Cd 585 ARG CTG CRC GTG GAT C4CT GRG RAC TTIC AGG

- 12
V52 1 gtgagtctat gggacccttg atgttttott tococcocttott ttoctatggit aagttcatgt
£l cataggaaqg ggagaagtaa cagggtacag tttagaatgg ga@acadgacg aatgattgos
121 tcagtgtgga agtcoctcagga togttttagt ttottttatt tgotgttcat aacaattgtt
181 ttcttttgtt taattcttge TTTottitit tttcttotoc goceattttta ctattatact
241 taatgcctta acattgtgta Teacaeaagy aaatatctot gagatacatt aagtaactta
o aaaassaact ttacacagtc tgoctegtac attactattt ggeatatatg tgtgottatt
3el tgcatattca taatctooct actttatttt cttttatttt taattgatac ataatcatta
421 tacatattta tgggttaaag tgtestgttt taatatgtgt acacatattg accaaatcag
481 ggrtaAETTLtg CALLLJLAAT TLTEBEEEAE JCLLLCLLOT TTTERTALAC CLLELLTLT
541 tcttattte taatactttc coctaatctot ttotttcoagy goaataatga tacaatgtat
* H#15

601 catgcctott tgoaccattc taaegeataa cagtgataat ttoctgggtta aggoaatago
EEL 2aTATTLCty catataaata TTTCLYCEta taaattgtaa CStgatgtasag aggtttoata
721 ttgotaatay cagotacaat ccagctacca ttotgotiit attttatggt tgggataagy
781 ctggattatt ctgagrccaa gotaggccct CLttgotaate ATgLTCatac CLoLTALcTT
84 CCtocCcacay

Ekscn 3 CTC CTG &GEC RaAC GTG CIG GIC TGT GIG CIG GCC CAT Cal TTT GGC AAR
Cd 121 GAR TTC ACC CCA CCh GIG CAG GCT GCC TAT CAG ARk GIG GIG GCT GGT
Cd 137 GTG GCT RAT GCC CTG GCC CARC 2AG TAT CAC TAn

UIR 1 gotogotttc ttgotgtoca ATTTCtatta aagdgttoctt tgttoccctaa Jghcocaactac
UTE £1 taaactgggy gatattatga agggocttga goatctggat totgoctbAT AARAAAcAtT
UTE 121 TATLTLLCARTT gCcaatdgatgt ATTTEEATLa CLLCLgaata TTttactada aagggaatgt
UTE 181 gggaggtcay tgoatttaaa acataeagaa atgaagaget agttcasacc tigggaaaat
UTR 241 ACAECTATATC ttaaactoca TOQaBsgaadd tgaggctgca aacagctaat Joacattggo
UIR 301 aacagcoctyg atgoctatge ottattcatc ceotcagaaaa gogattcaadt agaggcttoga
UTRE 361 tttggaggtt amaagttttge tatgctgtat tttacattac ttattgtttt agcoctgtoctc
UIR 421 atgaatgtet tttcactacc catttgctta tectgocatct ctcagecttg actcoccactea
- #16

Sekil 3.1. Beta globin gen dizisi, PCR primerleri ve Dde | kesim yerleri.
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3.4.3.3. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi, amplifiye edilmis DNA fragmantlarinin kontrolii

icin kullanmilir. Agaroz jelde DNA, molekiillerinin igerdikleri niikleotid sayisinin

logaritmasi ile ters orantili olarak anoda dogru go¢ ederler, bu go¢ hiz1 jele es

zamanli uygulanan kontrol DNA ile birlikte degerlendirilir.

Ayrraclar:

5xTris Borat EDTA (TBE) Tamponu pH 8.0
Tris baz 54.0¢g
Borik asit 2759

EDTA [0,5 M, pH:8.0] 20 mL bir litre saf suda ¢oziilerek hazirlanir.
%2'lik NeuSieveAgaroz-Agaroz jel

NuSieve Agaroz 1lg

Agaroz 19

100 mL 0.5xTBE Tamponu iginde mikrodalga firinda eritilerek

hazirlanir.

Yiikleme tamponu

Bromfenol mavisi 0.05
Gliserol %10
Ficoll %15

0.5xTBE tamponu ile 100 ml’ye tamamlanr.

Etidyum Bromiir ¢ozeltisi; 5 pg/ul olacak sekilde saf suda ¢oziilerek

hazirlanir.

Yontem

Bir erlen i¢ine 1 g NuSieveAgaroz, 1 g Agaroz tartilarak iizerine 100 mL

0.5xTBE tamponu eklenir. Mikrodalgada eritilen jel, elektroforez kaliplar1 igine

dokiildiikten sonra taraklar yerlestirilerek sogumaya birakilir. 0.5xTBE tamponuyla
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dolu elektroforez tanki icine yerlestirilerek jel igindeki tarak cikarildiginda olusan
kuyulara, amplifiye Ornekten 20 plL almarak 2 pL yiikleme tamponu ile
karistinldiktan sonra jele aplike edilip, 150 volt'da 30 dakika yiiritiiliir.
Elektroforez sonrasi jel etidyum bromiir ile 3 dakika boyanir ve saf su ile yikanarak
fazla boya artiklarindan temizlenir. Ultraviyole ile goriiniir hale getirilen DNA

fragmanlarinin fotografi ¢ekilerek degerlendirilir.

Uygulama
IVS1-110 (G—A) mutasyonu igin bir ¢alisma Ozeti asagida gosterilmistir.

Kontrol ¢alismasi hem normal hem de mutant allel i¢in hazirlanir

PCR Mix 20 L PCR Mix 20 pL
Primer Mix (IVS1-110N) 4 uL Primer Mix (IVS1-110N) 4 uL
DNA (IVS1-110K) 1pul DNA (1VS1-110K) 1uL
Taq polimeraz 0.1pL Taq polimeraz 0.1pL

Her ¢aligma i¢in 6rnek sayisina bir tane kontrol DNA eklenerek hesap
yapilir. Ug kisi analiz edilecek ise hesap toplam 3 reaksiyon igin hazirlik yapilir.

Normal ve Mutant allel igin ayn tiiplerde hazirlanir.

Normal allel icin PCR karisim Mutant allel icin PCR karisim
PCR Mix 3x20 pL PCR Mix 60 pL
IVS1-110 N 3x4 uL IVS1-110 M 12 uL
Taq polimeraz  3x0.1uL Taqg polimeraz  0.3uL

Her 6rnek i¢in 24 pL reaksiyon karisimu tizerine 1uL genomik DNA (0.5

pg) eklenir. PCR islemi tamamlandiktan sonra %2 agaroz jel hazirlanir, 60 V
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elektrik akimi verilir. 30 dakika yiiriitilen PCR iriinleri Etidtum bromiir ile

boyanir, UV transiliminatdrde incelenir (Sekil 3.2.)

kontrol Tapyien Normal Normal

Nunmne uygulama
yerleni

PCR kontrol

Normal 4llel
Nunmne uygulama
yerlen

PCR kontrol

Mutant 4llel

Sekil 3.2. ARMS yontemi ile mutasyon taramasi

Beta globin gen dizisi lizerinde gorillen mutasyonlar Sekil 3.3 de
gosterilmistir. Mutasyonlar baz degisimi, baz eklenmesi veya baz delesyonu
seklindedir.
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&6l cagtgcocaga agagocaagg aceggtacgg ctgtcatcac ttagecctca cocotgtggag

721 ccacacccta gggttggoca atctactccoc aggagcagoy agggcaggag ccagggctgg
=30({t>»a) -28{ax>c) Cap+l Cap+2Z {g»a)

731 gcataaaadt cEgUQCagad CCAETCLATTY CUTACALLTY CLLOTJgacac sactgrtgtho

F=c5 (-CT) FzclB (-AR) FacB/9(+G)

841 actagcaacc tcaaacagac acchATGGTEC ACCTEACTCC TGAGGRGAAG TCTGOCOGTTA
IVS1-5(g>t)

F=cl5 (G>R) IVS1-1(g=>a) IV51-5{g>c)

901 CTGCCCTGIC GEECARGETE ARCGIGGATG RAGTTEGTGE TGAGGCCCTS GECAGgttgg

IVS1l-&(t>c)
9€1 tatcaaggtt aceagacegy tttaaggage ccastagasa ctgggocatgt ggagacagag

IVS1-110{g>a)
1021 amgactcttg ggtttctgat aggcactgec totcotctgoc tattggtcocta ttttoccacc

IV51-128 (t»g) Fsc3e/37(-T) Cod3s(C>T) Facdd (-C)
1081 cttaglGCIGC TEFIGGICTA CCCTIGGRACC CAGAGSTICT TTGAGICCTIT IGGGGRICIG
1141 TCCACTCCIG ATGCTGITAT GGGCRACCCT ARGGTGAAGE CTCATGGLCAR GARAGTGCTC

FacB2/83(-G)
1201 GETIGCCTITA GTEATGGCOCT GGCTCACCTG GRCARCCTCR AGGGCACCTT TGCCRCRCTG

IVS2-1 (g>a)
1261 AGIGAGCTIGEC ACTGTGACRR GCTGCACGIG GATCCIGAGAR ACTTCAGGgT gagtotatgg
1321 gaccCoTTgat gUTLTeTTLC CCCLLOUTTT CTATOULTAE JULUCELJLCAa Taggasggaq
1381 agaagtaaca gggtacagtt tagaatggga aacagacgaa tgattgeatc agtgtggaag
1441 tctecaggate gttttagttt cttttatttg ctgttcataa caattgtttt cttttgttta
1501 attcttgott totttttttt tottoctocgo aatttttact attatactta atgocttaac
1561 attgtgtata acazaaggea atatctctga gatacattaa gtaacttasas saassacttt
1621 acacagtctg cctagtacat tactatttgg aatatatgtg tgcocttatitg catattcata
1681 atctooctac TTTATLTTCC TUTALLULTTA ATTYEtacatT aatCattATa catatttatg
1741 ggttaaagtg TEECJUTTLE ATATJOLOTEC AcCATATLIAC casaatcagdgy Ttaattttgea
1801 tttgtaattt ta@aaaatgc tttocttottt taatatactt ttttgtttat cttatttcta
1€l atactttcce teatctottt ctttcagggoe aataatgata caatgtatca tgoctotttg
1921 caccattcta aegaataaca gtgataattt ctgggttaag goaatagoaa tatttoctgeoa
1981 tataaatatt tctgoatata aattgtaact gatgtaagag gtttcatatt gotaatageoa

IV32-745 (c>g)
2041 gctacaatocc agcracCatt CTYCLTLLTAET CLLTATOOLTY JJaTEEdIcT JJgatTattet
2101 gagtccaadec TEJUCCCTLC TOCTaatCaT QUTCEtAaccTt cttatcttos toocacagCT
2161 CCIGGGCARC GTGCTGGICT GIGIGCIGEC CCATCACTIT GGCARAGAAT TCACCCCARCC
2221 AGTGCAGGECT GCCTATCAGR ARGTGGIGEC TGGIGIGGCT AATGCCCTGSE CCCACRRGTA
281 TCACTARgot cgcoctttocttg ctgtoccaatt totattaaag gttcctttbgt tococteagto
2341 ceactactaa actgggggat attatgaagg gocttgagcae totggetict goctaataaa
2401 amacatttat tttcattgca atgatgtatt taaasttattt ctgaetattt tactaazaag
248l ggaatgTggy Aggrcagtgc attrtaaaaca TLAAAJaAATd aagagctagt TcCaaaccttg
2521 ggaaaataca Ctatatctta aactcoccatga aageaggtga Jgotgcaaac agotaastgeoa
2581 cattggcoeac agoccctgatg octatgoctt attcateooct cagaasagga ttoaagtaga

Sekil 3.3. Beta globin gen dizisi ilizerindeki beta talasemi mutasyonlari
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Sule ULUTAS

4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular

Bu tez calismasinda tarama ile kozandan kan ornekleri toplandi. Bazi

ornekler ise C.U. Tip Fakiiltesi Merkez laboratuvarina kan saymm, HbA2 ve Hb

elektroforezi icin gdnderilen kan o6rneklerinin arta kalan kisimlarindan DNA izole

edilerek mutasyon analizleri yapildi. Hemoglobin A2 seviyeleri %3,7 nin {izerinde

olan orneklerde beta talasemi mutasyon taramasi yapildi. Sonug olarak toplam 32

vakadan 26 tasiyict ve 8 tane de hasta olarak belirlenmistir. Bunlardan biri IVS1-

6/IVS2-1 ¢ift heterozigot olarak belirlenmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Beta talasemi hastas1 ve tastyici sonuglari

IVS1-110 | Fsc5 | Fsc8 | Fsc8/9 [ IVS1-1| -30 | IVS1-6 | IVS2-1
Tastyict 13 2 4 2 3 - -
Homozigot 3 1 1 1 - 1 -
Cift Heterozigot - - - - 1 1

IVS1-6/IVS2-1 kombinasyonu sadece 1 vakada gézlenmistir.

Bu ¢alismada analiz edilen kan 6rneklerinin hematolojik verileri, Hb analiz

sonugclar1 ve genotipleri Cizelge 4.2 de gosterilmistir.

51




4.BULGULAR VE TARTISMA

Sule ULUTAS

Cizelge 4.2. Kan 6rneklerinin hematolojik degerleri ve mutasyon sonuglari

No [ sEX [ vas [RBC [HB [HCT [Mcv [McH [McHC [HBA2 [ HoF | Hb GENOTIP
1 [k 21 [s80 |11 [413 701 [192 [274 [46 [19 [AA [N/Fscaio (+G)
2 [E |23 [615 |12 [438 |72 [192 |269 |49 |08 |AA |[N/Fsc89 (+G)
Fsc8/9 (+G
3 |k |1 |372 |74 |262 704 [199 [282 |05 |43 |FF F508/92+G;
-6 (T>
a e [ |32 [s8 |308 |963 |275 |86 |24 [32 [aF [ U2 E;CA))
5 |[E |28 |705 |14 |483 [685 |196 |286 |4 |27 |AA [N/Fsc8 (AA)
6 |[K |22 [518 |11 [363 [701 [208 [208 |31 |33 N/Fsc8 (-AA)
Fsc8 (-AA
7 [e |1 |387 |9 |20 [752 [233 [309 |05 [73 |FF FscS-fAA))
8 [k |7 |[375 |8 [317 |8a5 [213 |252 |20 |11 [AA Ezzgggg)
o [k [22 [e01 |12 [475 [79 [205 [259 |46 |21 |AA [N/Fscs(-CT)
10 [E |23 [665 [13 569 [856 |194 |227 |41 |1 |AA |N/Fsc5(-CT)
11 [K |37 [639 [98 [257 [559 [153 [275 [59 [33 [AA [NAVSLL(G-A)
12[K [10 [623 [11 366 [587 |17.8 [303 |56 |15 |AA [NAVSLL(G-A)
- >
13|k |2 [372 |7 |228 613 [188 [307 |28 |66 |AF :lel_lllloo((g)g)
14 [K |33 [574 [12 [376 [655 |206 [314 |43 |05 |AA [NAVSL-110(G-A)
15 [E |30 [814 |16 [497 [6L1 [191 [3L2 |46 |06 |AA [NIVSL110(G>A)
16 [E [36 |[586 [12 [397 [677 |21 [31  [35 |04 [AA [NAVSL-110(G>A)
17[K |8 [57 |11 [358 [628 [191 [304 |4 |12 [AA [NAVSL110 (G>A)
18|[E |1 [393 [0 [204 [774 [262 [339 |17 [26 |AF [1vsitonvsiiio
19 [K |36 [495 [86 |31 626 |17.4 |277 |44 |19 |AA |N/Fsc8 (-AA)
20[E |10 |49 [82 [289 [59 [167 [284 |46 |21 |AA [N/Fsc8(-AA)
21 [K |20 [581 |11 374 [644 [196 [305 |41 |1 |AA [NAVSEHI(G-A)
22| |5 545 |10 [353 [648 [185 [286 |4 |0 |AA [N/VSL-110(G>A)
23 [K |28 [543 |11 398 [733 [204 [279 [42 [0 |AA [N/VSL-110(G>A)
- >
20 [k |18 |75 |26 852|262 |284 a4 [s3 [s3 [aF [ U270 ((c(;:&))
25 |[K |58 |491 |11 [343 [699 [218 [3L2 |35 |0 |AA |NAVSL-110(G>A)
26 [E |60 |678 |13 [435 [642 [187 [202 |39 |07 |AA [N/IVSL-110(G>A)
27K |1 |538 |99 |346 |643 [184 |286 |41 |17 |AF [NAVSL-110(G>A)
28 [K |20 [626 |12 [412 [658 [195 |296 |36 |13 |AA[NIVS1-110 (G>A)
20 [K |28 [542 |11 323 [597 [201 [337 |42 |08 |AA[NIVS1-110(G>A)
30 [K |24 |613 |13 |405 [657 [201 |205 |43 |18 |AA[NIVS1-110(G>A)
3L [K |25 |554 |12 |365 639 [19 |32 |34 |14 |AA[NIVS1-110(G>A)
32| E | 28 | 705| 14 | 483 | 685 | 196 | 286 | 4 | 27 | AA [N/30(T>A)

52



4.BULGULAR VE TARTISMA Sule ULUTAS

ARMS yontemi ile bir ailenin mutasyon taramasi sonucu anne ve baba

IVS1-110 (G—A) mutasyonunu tagidigi, cocugun ise saglam oldugu goriilmektedir
Sekil 4.1

1M 2M 3M 4M 5M 6M
1 anne 2 baba, 3 ve 4 ¢ocuklar, 5 negatif kontrol, 6 pozitif kontrol.
Sekil 4.1. 1IVS1-110 G—A mutasyonunun ARMS yontemi ile sonuglari

Bazi nokta mutasyonlar1 PCR-RFLP yontemi ile de belirlenebilmektedir.

Bu yontem ile mutasyon noktasini i¢ine alan gen bolgesi PCR ile ¢ogaltilir. Elde
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edilen iiriin restriksiyon endontikleaz enzimi ile bir gece inkiibe edildikten sonra jel
elektroforezi ile par¢a uzunluklar1 kontrol edilerek teshis yapilmaktadir.

Ekson 1 ve ekson 2 bdlgelerini igine alan 585 bg’lik beta globin geni PCR
ile amplifiye edilmektedir. Altinci kodondaki A—T degisimini sonucu meydana
gelen HbS ve besinci kodondaki iki niikleotid (-CT) kaybi ile meydana gelen
cergeve kaymasi (Fsc5) Ddel enziminin bu bolgedeki kesim yerini yok etmektedir.

Bir ailenin RFLP sonucu Sekil 4.2°de gosterilmistir.

1 anne, 2 baba, 3 ve 4 ¢ocuklar, 5 kontrol A/A, 6 Tasiyici, 7 Hasta

Sekil 4.2. Fsc 5 mutasyonu tagiyan allellerin Dde I enzimi ile belirlenmesi.

Bir ailenin mutasyon taramasi yapilarak annenin IVS1-6, babanin ise
IVS2-1 allellerine sahip oldugu belirlendi. Sekil 4.3’de anneden IVSI-6

mutasyonunu alarak heterozigot oldugu gosterilmistir.
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1M 2M 3M 4M SM 6M

1IN 2N 3N 4N SN 6N
1 Cocuk, 2 anne, 3 baba, 4 kontrol A/A, 5 ITVS1-6 (-), 6 IVS1-6 (+).
Sekil 4.3. IVS1-6 mutasyonunun ARMS yontemi ile belirlenmesi.

Bir ailede promotor bolge mutasyonu olan —30 igin heterozigot olan anne

ve baba ile fetusun ARMS yontemi ile tanisi Sekil 4.4’de gdsterilmistir.
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1IN 2N 3N 4N SN

1M 2M 3M 4M 5M
1 anne, 2-3 Cocuklar, 4 kontrol (-), 5 baba.

Sekil 4.4. 30 mutasyonunun ARMS yontemi ile belirlenmesi

Bir ailenin mutasyon taramasi yapilarak annenin IVSI-1 heterozigot

oldugu Sekil 4.5. de gosterilmistir.
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IM IN 2M 2N 3M 3N

1 kontrol, 2 anne, 3 Cocuk

Sekil 4.5. IVS1-1 mutasyonunun ARMS yontemi ile belirlenmesi.

Mutasyon taramasi yapilarak babanin IVS2-1 allellerine sahip oldugu

belirlenen bir aile Sekil 4.6. da gosterilmistir.

IN IM 2N 2M 3N 3M 4N 4M

1 kontrol pozitif, 2 baba, 3 Cocuk, 4 kontrol negatif.

Sekil 4.6. IVS2-1 mutasyonunun ARMS ydntemi ile belirlenmesi.
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Bir ailenin mutasyon taramasi yapilarak annenin Fsc8 (-AA) oldugu Sekil

4.7. de gosterilmistir.

1M IN 2M 2N 3M 3N 4M 4N

1 baba (Fsc8/N), 2 Cocuk (Fsc8/N), 3 pozitif kontrol, 4 negatif kontrol.
Sekil 4.7. Fsc8 (-AA) mutasyonunun ARMS yo6ntemi ile belirlenmesi.

Bu ¢alismada elde edilen biri normal digeri ise beta talasemi tasiyicisi olan
iki kromatogram asagida Sekil 4.8. ve 4.9. da gosterilmistir. Diger hastalar ile

ailelerine ait kisilerin sonuglari ¢izelge 4.2 de verilmistir.
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Hemoglobin Varyantlari

VWD A, Wavelength=415 nm (DEMO'\24121201.D)
mAU ] 2
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1 2 3 4 5
Area Percent Report
Sorted By 2 Signal
Calib. Data Modified : 24.12.2012 16:13:31
Multiplier C 1.0000
Dilution E 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: VWDl A, Wavelength=415 nm
Peak RetTime Type Width Area Area Hame
4  [min] [min] mATD  *s %
ol [ |====== [=mmmmm o === fommm s
1 1.417 wv 0.2330 68.04550 4.8064 Hbalc
2 1.794 wv 0.2119 26.25938 1.8548 Hbf
3 3.622 W 0.1600 1148.06848 81.0941 HbARO
4 3.900 0.0000 0.00000 0.0000 HbE
5 4.537 VBA 0.1738 35.57509 2.5129 HbaZ
& 6. 000 0.0000 0.00000 0.0000 HbD
7 6,400 0.0000 0.00000 0.0000 HbS
8 7.800 .0000 0.00000 0.0000 HbC
Tctals : 1277.94846 90.2683

Sekil 4.8. HPLC ile HbA2 degeri % 2.5 bulunan bir hastanin sonucu
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Hemegldbin Varyan:ia:;
VIWD1 A, Wavelength=415 nm (DEMO\24 121203.D)
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Area Percent Report
Sorted By 1 Signal
Calib. Data Modified 24.12.2012 16:25:58
Multiplier : 1.0000
Dilutien ! 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: VWDl A, Wavelength=415 nm
Peak RetTime Type  Width Area Area Name
# [min] [min] mwAU  *s %
——————————— i e e e ] e e e e
1 1.244 WV 0.2902  35.B9542  2.8488 HbAlc
2 1,650 vv 0.2306 75.61343  6.0010 Hbf
3  3.656 VP 0.1649 588.67725 46.7200 HbAO
4 3.900 0.0000 0.00000  0,0000 HbE
5  4.740 MM 0.2042  84.20030 6.6825 Hba2
6 5.100 0.0000 0.00000 0,0000 HbD
7 5.913 BV 0.2472 370.16742 29,3781 HbS
8 7.800 0.0000 0.00000  0.0000 HbC
Totals : 1154.55382 91.6304

Sekil 4.9. HPLC ile HbA2 degeri % 6.6 bulunan beta talasemi tastyicisi
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4.2. Tartisma

Hemoglobin molekiiliiniin yapisinda bulunan globin zincirlerinin
sentezindeki azalma veya tamamen yoklugu talasemi sendromlarina neden
olmaktadir. Beta globin zincirlerinin azlig1 sonucu alfa zincirleri eritrosit i¢inde
eslesmeden kalmaktadir. Artakalan bu zincirler proteolize ugrarken, atiklar hiicre
zarint etkileyerek kemik iliginde ve periferal dolasimda erken yikilmaya neden
olmaktadir. Boylece eritrosit icinde hemoglobin miktarinin azalmasi ile hipokromi,
hiicre hacminin kii¢iilmesi sonucu mikrositoz ile seyreden beta talasemiler
meydana gelmektedir.

Beta talasemi Atlas Okyanusundan, Cebelitarik bogazina, oradan Akdeniz
iilkeleri, Ortadogu, Hindistan ile Giineydogu Asya iilkeleri ve Pasifik adalarini igine
alan genis bir alana yayilmigtir (Lukens. 1999). Beta talaseminin diinyadaki dagilimu
biiyiik farkliliklar gostermektedir. En sik olarak, Akdeniz iilkelerinde (% 0.5-14),
Gilineydogu Asya iilkelerinde (%5), Afrika ve Amerikali siyahlarda (%]1.5)
goriilmektedir. Dagilimi Akdeniz iilkelerinde de oldukca farklilik gosteren beta
talasemi insidansi, Kibris'ta %14.7, Yunanistan'da %8, Arnavutluk'ta %7.1, italya'da
%3.7, Sardinya'da %12.6, Sicilya'da %5.9, Libya'da %4.6 ve Tunus'da %4.4 olarak
bulunmustur. Tiirkiye, Liibnan, Israil, Malta, Cezayir, Fas da ise tastyici insidansi %2-
3 arasinda saptanmustir. Akdeniz ada {ilkelerinden Kibris (%14.7), Sardinya (%12.6),
Sicilya (%5.9) ve Yunan adalarinda (%5-20) talasemi insidansinin yiiksek bulunmasi,
kapali toplum olmalarindan kaynaklanmistir (Efremov 1992; Baysal, 1992, Cao,
1989).

Diinya talasemi kusagi iizerinde bulunan Tiirkiye'de beta talasemi
mutasyonlarini belirlemek amaci ile tarama ¢alismalari yapilmstir. Degisik yorelerde
yapilan arasgtirmalar tasiyict insidansmnimn  %?2-3 arasinda oldugunu gostermistir
(Yiiregir GT 1987, 1995). Tiirkiye’de 1958 yilinda ilk klinik ve hematolojik
calismalar Aksoy ve arkadaslar tarafindan yapilmistir (Aksoy M, 1958). B-
talasemi majorlu ilk hasta 1941'de rapor edilmistir. (Aksoy M, 1991) 1958 yilinda

ilk klinik ve hematolojik ¢alismalar Aksoy ve ark. tarafindan yapilmistir. 1971
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yilinda Cavdar ve Arcasoy B-talasemi insidansinin %2,1 oldugunu bildirmislerdir
(Cavdar AO, 1971). 1983 yilinda, hemoglobinopatileri tanimlamak igin ilk dogum
Oncesi tan1 Beksag ve ark. tarafindan yapilmistir (Beksag MS, 2011). 1987 yilinda
Akar ve ark. tarafindan, Tirk popiilasyonunda en sik goriilen talasemi allelinin
IVS-1-110 (G> A; HBB: ¢.93-21G> A) mutasyonu oldugunu, bunun da Akdeniz
bolgesinde goriilen en sik mutasyon oldugunu bildirilmistir (Akar N, 1987). Ilk kok
hiicre naklinin Ozerkan ve arkadaslari tarafindan tarafindan beta talasemili bir
hastada gergeklestirildigi bildirilmistir (Canatan D, 1993). 1992 yilinda Basak ve
ark. tarafindan Tiirk popiilasyonunda meydana gelen B-thal mutasyonlarinin
spektrumunu yaymlanmistir (Basak AN 1992). En sik goriilen alt1 alell 1VS-1-110,
IVS-1-6, Fsc 8, IVS-I-1, -30 ve Fsc 5 tiim mutasyonlarin mutasyonlarin %70
kadarin1 olugturmustur. 2004 yilinda Kahraman ve ark. Tiirkiye'de talasemi i¢in
HLA tiplemesi ile birlikte preimplantasyon genetik tan1 gergeklestirmistir
(Kahraman S, 2004).

Altay ve arkadaslar tarafindan IVS 1-6, IVS 1-110, IVS II-1, IVS 11-745
ve IVS I-1 mutasyonlarmin tiim p-talasemi mutasyonlarmin %71 ini
olusturdugunu, IVS I-110’un Ulkemizdeki biitiin bolgelerde en yaygin mutasyon
oldugu Akdeniz Bolgesinde %47 ve Marmara Bolgesinde %27,5 oraninda oldugu
bildirilmistir. Ayrica tilkemizde en sik gériilen 2. mutasyonun IVS 1-6 oldugu
bildirilmistir. IVS I-1 mutasyonunun en sik Ege Bolgesinde, onu takiben Marmara,
Karadeniz, I¢ Anadolu, Dogu Anadolu ve Giineydogu Anadolu’da gériildiigii, IVS
[1-745 mutasyonunun da en stk Akdeniz Bolgesinde oldugu bildirilmistir. Fsc 8(-
AA), IVSII-1 (G>A) ve -30 (T—A) mutasyonlar1 en stk Dogu Anadolu’da bunu
takiben de Giineydogu Anadolu’da, Akdeniz ve Ege bolgesinde goriilmektedir. B-
talaseminin en yiiksek oranda goriildiigii yer (% 10) Antalya olup, en az oraninda
goriildiigii yerde % 0,2 orantyla Dogu Anadolu Bolgesindir (Altay, 2002).

Yiregir ve arkadaglar Tiirkiye’nin giiney bolgesinde beta talasemi sikligi
ve mutasyon tiplerini ¢calismiglar, HbA2 ’si yiiksek beta talasemi sikligini %3,9

olarak saptamiglar ve en yiiksek oranda IVS I-110 mutasyonu goriildiigiinii rapor
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etmiglerdir. Ayrica Mersin’de Orak hiicre anemisi tagiyicihigimi %6,4 ve beta
talesemi siklig1 da %3,1 olarak tespit etmislerdir (Yiiregir, 1988).

Talasemiyi onlemeye yonelik ilk ¢aligmalar 1970'i yillarda Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) tarafindan Akdeniz iilkelerinde baslatilmistir. Hb bozukluklarinin
kontroliine yonelik WHO kilavuzlari, hastalar i¢in optimal yonetim, toplum temelli
Onleme egitimi, tagiyici tarama programlari, genetik danismanlik ve dogum 6ncesi
tan1 hizmetlerini icermektedir (Cao, 2013, Model, 2008).

Beta globin zincir sentezini kontrol eden gen 11 nolu kromozomun kisa kolu
iizerinde bulunmaktadir. Beta globin gen dizisi molekiiler diizeyde analiz edilmis olup
yeryiiziinde yaklagik 200 tane mutasyon belirlenmistir (Huisman THJ, 1997). Bu
calismalara gore insidansinda oldugu gibi genetik heterojenitesi de bdlgeye ve
topluma gore degismektedir. Tastyict oram yiiksek olan Kibris, Sardinya, Sicilya gibi
toplumlarda hasta dogumu 6nlemek igin tasiyicilarin belirlenmesi, genetik danigsma
verilmesi ve prenatal tam yapilarak homozigot dogumlar énemli sayida azaltilmigtir
(Cao 1986; Baysal, 1992).

Ulkemizde farkli gruplarmn kendi bélgelerinde yaptig1 arastirmalarda 40 farkl:
beta talasemi mutasyonu belirlenmistir (Basak, 1992; Tiizmen, 1996; Oner, 1990;
Aulchla-Scholz 1996; Ciiriik, 2001; Giirgey, 1989). Cukurova bolgesinde yapilan
tarama caligmalar ile beta talasemi tasiyict sikligi %3.9 olarak tespit edilmis olup 20
farkli mutasyon saptanmigtir. Molekiiler diizeyde yapilan bu ¢alismalar prenatal tani
igin bir zemin hazirlamistir. Cukurova bdlgesinde orak hiicre anemisi basta olmak
iizere beta talaseminin de onemli bir saglik sorunu oldugu, kayith hasta sayis1 ve
tarama sonuglarmdan oldukga iyi anlasilmistir. Bu iki hastaligin prenatal tams1 C.U.
Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dalinda otuz yil énce (1992) baslatilmustir. Ilk
yilda 9, 1993’de 21, 1994°de 28, 1995°de ise 28 dogum Oncesi teshis yapilmig olup
basvurular yildan yila artarak devam etmistir (Attila, 1999, Ciiriik, 2009). ilk on bes
yillik sonuglar Sekil 4.10 da gosterilmistir (Ctiriik, 20009.
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Sekil 4.10. C.U. Tip Fakiiltesi Prenatal Tan1 Merkezinin yillara gore sonuglar

Bu tez ¢aligsmasi, molekiiler tan1 konusunda deneyim sahibi olmak ve Kozan
ilgesi hakkinda edinilen birikimler ile prenatal tammn alt yapisint veri sunmak
amaciyla yapilmustir. Alti ay siiresince toplam 32 6rnek {izerinde caligilarak elde
edilen veriler Cizelge 4.2°de gosterilmistir. Bunlardan 7 tanesi hasta olarak
belirlenmistir. Vakalarin ii¢ tanesi beta talasemi homozigot ve bir vakada ise 3
talasemi ¢ift heterozigot olarak belirlenmistir.

Cukurova bolgesinde yapilan taramalarda ise 20 farkli beta talasemi alleli
belirlenmesine ragmen bu gruptaki vakalarda sadece 7 tanesi goriilmiistiir. Cukurova
toplumunda HbS tastyiciligi %8.2 ve beta talasemi tasiyicilign ise %3.9 olarak

belirlenmis olup Kozan’da orak hiicre anemisi ve tasiyicilarina rastlanmamustir.

64




5.SONUCLAR VE ONERILER Sule ULUTAS

5. SONUCLAR VE ONERILER

Akdeniz iilkelerinde hemoglobin hastaliklarinin olduk¢a heterojen oldugu
cok iyi bilinmektedir. Ulkemizde 40 dan fazla beta talasemi mutasyonu ve 60 tane
de anormal hemoglobin belirlenmistir. Bunlardan sik goriilen 10 beta talasemi
mutasyonu, toplamin %90’ indan sorumludur. Bu calismada 8 farkli beta talasemi
mutasyonu Kozan’da tespit edilmistir. Hemoglobin S, Cukurova bolgesinde %8.2
oraninda goriilmesine ragmen Kozan’da hig bir tagiyict veya hasta tespit edilmedigi
gibi diger anormal hemoglobinlere de (HbC, HbD, HbE, Hb O-Arab)
rastlanmamusti. Toplumda goriilen mutasyonlarin teshisi ve sikliginin belirlenmesi,
risk altindaki ¢iftlerin prenatal tanisinda hizli sonu¢ alinmasi yoniinden ¢ok
onemlidir. Kozan’da daha dnce genotip caligmasi yapilmadigi i¢in bu tez projesinin
konusu olmustur.

Tiirkiye Cumhuriyeti Hiikiimeti 1993 yilinda genetik hastaliklar ile
miicadele yasasini ¢ikardi. Bu kanun uyarinca talasemilerin sik goriildiigi 40 ilde
evlilik Oncesi tarama merkezleri kurularak tasiyicilarin taranmasi ve genetik
danigmanlik verilmesi saglandi. Bu c¢alismalar hasta ¢ocuk dogumlarinin
azaltilmasinda ¢ok etkili oldu. 2018 yilinda T.C. Saglik Bakanlig1 evlilik dncesi
tarama programini genigleterek aile hekimligi uygulamasi ile tiim illerde hizmet
vermeye basladi. Tarama sonucu belirlenen tasiyici ciftler aile hekimleri tarafindan
izlenmekte olup gebeligin 10-12. haftalar1 arasinda prenatal tan1 merkezlerine
yonlendirilerek dogum 6ncesi teshis yapilmasi saglandi.

Bu tez cahismasi, Cukurova Universitesi Balcali Hastanesi Prenatal Tam
Merkezine Kozanl ailelerin talasemi mutasyonlar1 hakkinda bilgi sunmak amaci ile
yapilmistir. Saglik Bakanligi tarafindan yiiriitiilmekte olan evlilik oncesi tarama
sonucu riskli ¢iftlerin mutasyon analizlerinin gebelikten 6nce yapilmasinin hem aileler
hem de prenatal tan1 yapan merkeze 6nemli katki saglayacaktir. Bu nedenle ortak
caligma yapilmasini tavsiye ediyoruz. Mutasyon analizi yapilmadan dogum Oncesi

teshis olmaz.
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