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OzZET

Tek gen hastaliklari arasinda en ¢ok bilineni ve yaygin olani hemoglobinopatilerdir. Talasemi sendromlari ve anormal
hemoglobinopatiler 6zellikle italya, Yunanistan, Kibris ve Tiirkiye gibi Akdeniz lilkelerinde olmak lizere Orta Dodu' dan
Uzak Dogu’ya kadar uzanan bir kusak boyunca yliksek oranda gordiliir.

fi-talasemi mikrositozis ve hemolitik anemi ile karakterize otozomal resesif bir hastaliktir. Bu hastalik, hemoglobinin fi-
globin zincirinin normal sentezini bozan veya azaltan cesitli molekiiler defektlerle ortaya cikar. Bu giine kadar 180 nin
tizerinde ji-talasemi mutasyonu tanimlanmis olup, bunlarin analizi degigik molekiiler yontemlerle yapilmaktadir.

Calismamizda, ji-talasemi mutasyonlarini saptamak amaciyla 35 talasemili olgudan alinan periferik kandan DNA izole
edilmis ve Amplification Refractory Mutation System (ARMS) teknigi ile mutasyon tayinine gidilmistir. Tiirkiye' de en sik
rastlanilan ji-talasemi mutasyonlarn olan IVS-1-110 mutasyonu (%32.85) en yliksek oranda g6zlenmigtir. Bunu izleyen
mutasyonlar; IVS-1-6 (%7.14), IVS-I-1 (%7.14) ve IVS-1I-745 (%4.28) ‘dir.

Bu calismadaki amacimiz, talasemi mutasyon tiplerinin ortaya konabilmesi icin gerekli olan laboratuvar
standardizasyonunu saglamak ve bu asamadan sonra prenatal tani igin gereken laboratuvar calismalarina gecebilmektir.

SUMMARY
Among the genetic diseases the most common disorders are hemoglobinopathies.

Thalassemia and abnormal hemoglobinopathies are distributed living along the countries from Middle East to the Far
East especially Mediterranean countries such as Italy, Greece, Cyprus and Turkey.

(i-thalassemia is an autosomal recessive disorder characterized by microcytosis and hemolytic anemia. The disorder
comes out with various molecular defects that demolished or reduced jj-globin chain synthesis.

Yazisma adresi: E.U. Tip Fakiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dalr,
Bornova, izmir
Makalenin gelis tarihi: 06. 07. 2000; kabul tarihi:13. 10. 2000

153



Recent molecular studies on p-thalassemia genes revealed the presence of more than 180 different mutations associ-

ated with the disorder by different molecular analyses.

In this study, to describe the mutations on p-thalassemia homozygotes and heterozygotes, DNA extracted from pe-
ripheric blood samples and presence of the mutations was showvn by amplification refractory mutation system (ARMS).
IVS-1-110 (%32.85) mutation wvhich is the most common p-thalassemia defect in Turkey is observed high frequency ,
follovwvedin IVS-1-6 (%7.14), IVS-1-1 (%7.14), IVS-II-745 (%4.28).

The aim of this study is getting the standardization of laboratory and methodology for mutation analyses on p-
thalassemia patients and traits and then to establish a prenatal diagnosis program in our laboratory.

GIRIS

Talasemi sendromlari ve hemoglobinopatiler 6zellikle
italya, Yunanistan, Kibns ve Turkiye gibi Akdeniz
Ulkelerinde olmak lizere Orta Dogu' dan Uzak Dogu' ya
kadar uzanan bir kusak boyunca yuksek oranda gorulir.
Turkiye genelinde vyapilan galismalar, niufusumuzun
ortalama %2 den fazlasinin (5 talasemi geni tasiyicisi
oldugunu ortaya koymustur (1,2).

Ulkemizde, akraba evliliklerinin fazla oldugu baz
yorelerde, tastyicilarin birbirleri ile evienme olasiliklar da
artmaktadir.

Bu hastalikta tedavi yerine bir gok ulkede hastaliktan
korunmaya ©6nem verilmektedir. Korunmada, tasiyicilar
ortaya cikaracak tarama yoOntemlerinin yanisira, hasta
cocuk dogmasini 6nlemek amaciyla dogum O6ncesi tani
yontemleri de geligtiriimistir.

Bu calismadaki amacimiz, talasemili hasta ve tasiyicila-
rndaki mutasyonlarin ortaya konabilmesi icin gerekli olan
laboratuvar standardizasyonunu saglamak ve bu asama-
dan sonra prenatal tani icin gereken laboratuvar calisma-
larina gecebilmektir. Calisilacak mutasyon sayisinin artti-
rimasi ve DNA dizi analizi yapilincaya kadar, saptanama-
yan mutasyoniar icin, 6rneklerin referans laboratuvarlara
gonderilmesi planlanmistir.

GEREC VE YONTEM

Beta talasemi mutasyonlarini saptamak amaciyla 35
talasemili olgudan, antikoagulant olarak EDTA iceren
tuplere alinan 10 mi periferik kandan DNA izole edilmistir
(3). izole edilen DNA" nin miktarinin ve safliginin
Olcilmesi icin 260nm ve 280nm dalga boylarinda
spektrofotometrik dlcim yapilmigtir. 260/280 orani 1.5-2
arasi olan DNA'lar  kullamlmigtir. DNA  6rnekleri,
kalitelerinin deg@erlendiriimesi icin de, %2 lik 0.5"g/miL
etidyum bromidli agaroz jelde 5V/cm olacak sekilde, 1
saat 0.5xTBE tamponunda yurutiimustir.

Mutasyon tayini, Amplification Refractory Mutation System
(ARMS) teknigi ile yapilmistir (4). p-globin gen mutasyon-
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larinin incelenmesinde, izole edilen DNA'nin amplifikas-
yonu icin, mutasyonlara gore farkl primerler ve PCR' da
farkl sicaklik ve donguler uygulanmistir.

Primerler:
VS 1-110
ACC AGC AGC CTA AGG GTG GGA AAA TAC ACC Normal
ACC AGC AGC CTA AGG GTG GGA AAA TAC ACT Mutant
1VS 11-745
TCA TAT TGC TAA TAG CAG CTA CAA TCG AGC Normal
TCA TAT TGC TAA TAG CAG CTA CAA TCG AGG Mutant
IVS I-6
TCT CCT TAA ACC TGT CTT GTA ACC TTC ATA Normal
TCT CCT TAA ACC TGT CTT GTA ACC TTC ATG Mutant
IVS 1-1
TTA AAC CTG TCT TGT AAC CTT GAT ACG AAC Normal
TTA AAC CTG TCT TGT AAC CTT GAT ACG AAT Mutant

Dongu ve sicakliklar:

IVS 1-110 94°C, 1% (93°C,1"; 69°C, 1;72°C, 1'30") 27 dongii
IVS-11-745  94°C, 1% (93°C,1"; 66°C, 172°C, 1'30") 27 dongii
IVS-1-6 94°C, 1'; (94°C,1'; 64°C, 1%;72°C, 1'30") 30 dongii
IVS-I-1 94°C, 1% (93°C,1"; 66°C, 1472°C, 1'30") 27 dongii

PCR sonucu elde edilen triin %1 lik 0.5u.g/mL etidyum
bromidli agaroz jelde 5V/cm olacak sekilde, 1 saat
0.5xTAE tamponunda yurutilmis, UV isigi alinda DNA
normal ve/veya mutant bandlan goérinir halde iken
polaroid fotograflar cekilerek degerlendirilmigtir.

BULGULAR

Calismamizda, klinik olarak talasemi tanisi almis 35 has-
tanin mutasyonu ARMS yodntemi ile saptanmistir. Hasta-
larin 7 tanesinde homozigot IVS-I-110, 2 tanesinde homo-
zigot IVS-I-1, 1 tanesinde homozigot IVS-II-745, 1 tane-
sinde homozigot IVS-I-6 mutasyonlari, 1 tanesinde birlesik
heterozigot IVS-I-110/IVS-11-745, 9 tanesinde heterozigot
IVS-I-110/, 3 tanesinde heterozigot IVS-1-6/, 1 tanesinde
heterozigot IVS-1-1/ mutasyonu saptanmig, 11 tanesinde
ise calisilan mutasyonlarin higbirine rastlanmamigtir.
Calismaya alinan hastalar ve saptanan sonuglar Tablo 1’
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de gosterilmistir. 35 hastada, toplam 70 alleldeki mutas-
yonlar ve gortlme sikliklari da Tablo 2 'de verilmigtir.

Tablo 1. Calismaya alinan hastalarin mutasyon tipleri. *Calisilan
mutasyonlarm higbiri saptanamadi.
Mutasyon Allel sayisi Yizdesi
IVS-I-110 23 32.85
IVS-I-1 5 714
VS-I1-6 5 7.14
IVS-II-745 3 428
Bilinmeyen 34 48.57
Toplam 70 100
Tablo 2. Mutasyonlara gore allel sayisi ve yiizdeleri.
Adi_Soyadi IVS-I-110 IVS-I-1 IVS-1-6 IVS-II-745

Y.D. ++

AK. +

I.K. +

S.B. ++
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AD. ++
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Buldugumuz mutasyonlarm ARMS teknigi ile, %1 ik
agaroz jel elektroforezinde tanimlanmasina ait goriintiler
asa@ida verilmistir (Resim 1,2,3,4).

<—Kontrol

MMMMMMMMMMMM

Resim 1. IVS-I-110 mutasyonu igin %1 iik agaroz jel elektroforez gériintiisii
(M=Mutant).

Resim 2. IVS-II-745 mutasyonu igin %1 iik agaroz jel elektroforez gériintiisii
(N=Normal M=Mutant).

N MNM N MNMNMNM

Resim 3. IVS--6 mutasyonu igin%1 ik agaroz jel elektroforez goriintiist
(N=Normal M=Mutant).
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Resim 4. IVS-I-1 mutasyonu icin,%1 lik agaroz jel elektroforez goriintisi
(N=Normal M=Mutant).

TARTISMA

p-globin  gen  mutasyonlanni  analiz  etmek igin
yontemlerdeki ilerlemeler (3-talaseminin olus sebebindeki
molekiler mekanizmalari anlamayi olanakl hale getirmis-
tir. Bir cok Ulkede (3-talasemiden sorumlu olan molekiler
degisikliklerin temelini ortaya koymak icin calismalar
yuritulmustir (5,6,7,8,9).

Tadmouri ve arkadaslari, dot-blot hibridizasyonuyla (3
globin geninin PCR amplifikasyonuna dayanan teknik,
denaturating gradient gel electrophoresis (DGGE),
restriksiyon endonukleaz analizleri ve amplification
refractory mutation system (ARMS) yontemleri ile Tirk
toplumundaki mutasyonlan calismiglardir. Mutasyonlar ve
sikliklari sirasiyla; IVS-1-110 (%39.3), IVS-I-6 (%10), IVS-
-1 (%5), IVS-II-745 (%5) ve sikhgi %2 nin Ustlindekiler
IVS-I-6 (T-C), FCS-8 (-AA), IVS-I-1 (G-A), IVS-II-745 (C-
G), 1VS-I-1 (G-A), Cd 39 (C-T), -30 (T-A) ve FCS-5
olarak bulunmustur (10).

Basak ve arkadaslar yaptiklan calismada, oligonukleotid
hibridizasyonu, restriksiyon endoniikleaz analizi ve
amplifiye genomik DNA" nin direkt dizi analizi yontemlerini
kullanmiglardir. En sik rastlanan IVS-I-110 (%35.9), IVS-I-
6, FSC-8, IVS-I-1, -30 ve FSC-5 mutasyonlari, hastalik
genlerinin  yalnizca %69.3'inden  sorumlu  oldugu,
incelenen 26 mutasyonun ise hastalik genlerinin %85.8"
inden sorumlu oldugu bulunmustur (11).

Tuzmen ve arkadaslan tarafindan, Turk populasyonunda
en cok bilinen 12 mutasyonun molekiiler incelenmesi,
amplifiye edilen DNA" nin allel spesifik oligonukleotid
(ASO) hibridizasyonu ile yapiimistir. Bu yontem kullanila-
rak, incelenen kromozomlarin %95' inde mutasyonlar
tanimlanmistir. Genomik dizi analizi de, az rastlanan Cd
44(-C), IVS -5 (G-C) ve IVS 1-116 (T-G) mutasyonlarinin
saptanmasina olanak tanimistir (12).

Altay ve arkadaslari genotipi ve fenotipi calisilan 31 HbS-
[3-talasemi hastasinda, [IVS-I-110 mutasyonunu %46
oraninda bulmuslardir (13).
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Oner ve arkadaslarinin bir calismasinda, 191 (3-talasemili
hasta ve bu hastalarin 182 heterozigot yakinlarinda, &
talasemi allelleri incelenmistir 27 farkh mutasyon icin
spesifik olan sentetik problarla dot-blot hibridizasyon ve
gen amplifikasyonu ile inceleme yapilmistir. Gézlenen 18
mutasyonun 6 tanesi, talasemili hastalarda %83 oraninda
saptanmistir (14).

Aulehla ve arkadaslari, restriksiyon endonikleaz analiz-
leri, oligonukleotid hibridizasyonu ve amplifiye genomik
DNA nin direkt dizi analizi ile, Turkiye'de beta-talasemi
icin homozigot 26 hastada, DNA daki 11 farkli mutasyon
gOstermiglerdir. Bu calismada en sk gozlenen mutas-
yonlar, IVS 1-110, IVS-I-6 ve FSC-8 'dir. Ayrloa, direkt dizi
analizi ile daha o6nce Tirk populasyonunda tanimlanma-
yan, cerceve kaymasi (frameshift) +1 codon 9/10 ve
anlamsiz (nonsence) mutasyon codon 15 olmak (izere, 2
tane ¢ok nadir mutasyonu karakterize etmislerdir: (15).

Efremov’ un beta-talasemili 102 Tirk hastayla yaptigi bir
calismasinda da, Turklerde en ¢ok rastlanilan mutas-
yonlar sirasiyla IVS-1-110, IVS-I-6, IVS-I-1 ve Codon 8
olarak bulunmustur (5).

Nigli ve arkadaslari Ege bolgesindeki (3-talasemili 54
hastada yaptiklan calsmada, IVS-I-110 (G-A), IVS-I-6 (T-
C), IVS-I-1 (G-A), IVS-II-745 (C-G), Cd39 (C-T) ve FCS8
mutasyonlarimn, talasemi mutasyonlan icinde %80.6
siklikla bulundugunu gdstermislerdir (16).

Bizim calismamizda da, genomik DNA' nin PCR ampli-
fikasyonunu takiben, Amplification Refractory Mutation
System (ARMS) teknigi ile mutasyon tayinine gidilmistir.
Turkiye' de en sk rastlanilan mutasyonlardan olan IVS-I-
110 mutasyonu (%32.85) en yiiksek oranda gdzlenmistir.

Bunu izleyen mutasyonlar; IVS-I-6 (%7.14), IVS-I-1
(%7.14) ve IVS-II-745 (%4.28) 'dir. IVS-I-110 mutasyon
sikhiginin bir miktar dusik bulunmasi ve diger mutasyon
sikliklarindaki farkhliklar caligma grubumuzdaki hasta
sayisinin az olmasina baglanmistir.

Bununla birlikte bu sonuglar, diger arastiricilarin ortaya
koydugu sonuclarla benzerlik gostermektedir.

Sonuc olarak c¢alisma grubumuzda, (3-talasemi icin
Turkiye'de daha once yapilmis olan mutasyon dagilimina
uyan sonuglar elde edilmis ve bu calismada kullanilan
ARMS yonteminin, laboratuvarimizda (3-talasemi mutas-
yonlarinin aranmasinda rutin olarak kullanilabilecegi
kanisina varnlmistir. Bu amacla, talasemili hastalarda
mutasyonlarin  yaklasikk %90 oraninda saptanmasini
saglayan sekiz primer kullanilmasi planlanmaktadir.
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