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OZET

B-Talasemi Molektler Tanisinda Klasik Yoéntemlerle
Mikroarray Yonteminin Kar silastiriimasi

Talasemi, otozomal resesif olarak kalitilan hematojik bir hastaliktir.
Cesitli  Ulkelerde ve ayni Ulkenin farkli bolgelerinde dagilim bakimindan
heterojenite géstermektedir.p talasemide,p geni Ustiinde veya etrafinda meydana
gelen mutasyonlar, beta globin zincir yapiminin azanasina ya da hi¢ sentez
ediimemesine neden olurp zincir yapimina gére p° ve p* olmak tizere iki tipi
bulunmaktadir. p°talasemide hic beta zinciri yapiimamaktadir.p* talasemi de ise az
miktarda beta zinciri yapimi vardir. Turkiye’de en siklikla rastlanan p-talasemi
mutasyonu IVS 1-110’dur.

Bu calsmada p-talasemi mutasyon tanisinda kullanilan klasik yorémlerle
mikroarray yonteminin kar silastirnimasi ve mikroarray teknolojisinin p-talasemi
prenatal tanisinda kullanimina yonelik bir 6n calsma yapilmasi amaclanmtir.
Taslyicl ve hastalarda talasemi mutasyon tiplerinin gastanmasinda ARMS ve DNA
mikroarray yontemleri kullaniimi stir. Ornekler toplam 52 kisiden sglanmistir. Tum
ornekler hem ARMS hem de mikroarray yontemleri icin ayri ayri calisiimis ve
mutasyon taramasi sonucunda her iki yontemle de ayrsonuclar elde edilmstir.
Calisma sonucunda; 23 allelin IVS 1-110, 13 allelin IVS-1, 9 allelin IVS I-6, 9
allelin 1IVS 11-1, 8 allelin Cd39 ve 6 allelin IVS lI-745 mutasyonunu icerdgi
gOzlenmstir. Ayrica 13 olgunun homozigot, 3 olgunun da ciftheterozigot 6zellik
gosterdigi  belirlenmistir. Hicbir olguda Cd6é ve -87 mutasyonlar tespit
edilememiktir .

Sonug olarak DNA mikroarray yonteminin kullaniimasi ile klasik yontemlere
oranla daha hizli sonug elde edilngive tek seferde ¢cok sayida orge calisma imkani
saglanmistir. Bu durum prenatal tani igin de kolaylik saglayacaktir.

Anahtar S6zcukler: ARMS, mikroarray, molekuler tani, talasemi



ABSTRACT

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

Thalassemia is an hereditary hematological disordeinherited autosomal
recessively. The distribution of thalassemia showseterogenity not only in various
countries but also different regions of the same cmtry. In p-thalassemia,
mutations located in or around of beta gene causedecrease in the production of
beta globin chain or lack of synthesis. There arento types ofp-thalassemia,® and
B*, according to the production of beta globin chainln p° thalassemia, no beta
chain is produced. Inp* thalassemia, a small amount of beta chain produdain is
present. In Turkey the most commorg thalassemia mutation is IVS I-110.

With this study, we aimed to compare microarray tebniques with classical
techniques and to establish a method for the use a@hicroarray technologies in
prenatal diagnosis ofp thalassemia. ARMS and DNA microarray methods are sed
for the detection of p thalassemia mutations in carriers and patients. Ousamples
were obtained from total 52 individuals. All sample were separately studied with
both ARMS and microarray methods and the same restd were also obtained in both
methods after the mutation detection. At the end othis study, it is observed that
allelle numbers of IVS I-110, IVS I-1, IVS I-6, IVSII-1, Cd39 and IVS 1I-745
mutations were 23, 13, 9, 9, 8 and 6, respectiveMoreover, it is determined that 13
and 3 of cases were homozygote and double heteroaig respectively. Cd6 and -87
mutations couldn’t be determined in any cases.

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

Key words: ARMS, microarray, molecular diagnosis, halassemia



1. GIRIS VE AMAC

Talasemiler, diinyada en sik gérillen genetik badddidir?. Hemoglobin
tetramerini olgturan globin zincirlerinin bir ya da daha fazlasisentezindeki azalma
veya tamamen yokfiuna bgl olarak ortaya cikarlar. Talasemi otozomal resgscis
gosteren bir genetik hastaliRtiTalasemi ilk kez 1925 yilinda Detroitli pediatri3r.
Thomas Cooley ve Pearl Lee tarafindadetli anemisi, dalak buyukgi ve
karakteristik kemik dgsiklikleri olan bir cocuk hastada tanimlanytr®. Onceleri
sadece Akdeniz Ulkelerinde yaygin aidu sanildgindan adi, Yunanca “Thalas”
(Akdeniz) soOzcgiunden gelmektedir. Gunumuzde ise Kuzey Afrika, Qoga,
Hindistan, Cin, Guneydm Asya gibi malaryanin sik olgu ulkelerde, Avrupa ve
Amerika’da yiiksek oranlarda gézlenmektedir

Dunya Sghk Orgiti’'niin yaymlarina gére diinyada talasemi amormal
hemoglobin tayici siklig %5,1'dir ve yaklaik 266 milyon taiyici vardif. Diinya
nifusunun %4,5'i talasemi gicisidif. Talasemi cgtli tlkelerde ve ayni ilkenin
farkhh bolgelerinde dalhm bakimindan heterojenite gostermektedir. Akdeni
bolgesinde, batiya gou gidildikge talasemi insidansi gaeye balar. ispanya’nin Bask
bdlgesinde %3,5, Yugoslavya'da ise %4,7'dir. Buigian'da hastallk her bdlgede
gorulirse de guneyde daha siktir vgiyiel sikligi %30’a ulgmaktadir. Kuzeydgu
Bulgaristan’da ise talasemistguciligi %0,5-2,1 arasinda gemektedir. Azerbaycan’'da
%6,3-7,8, Ozbeklerde %0,2-15, Batan'da %3,2-16,8 arasinda geenektedir.
Kibris'ta talasemi tayiciligi %15 civarindadir. Kuzey ve Ortidalya’da p talasemi
sikhg1 %0,5-2 arasinda @sirken giiney Sardinya’da oran %27-30’a kadar ¢ikmdikt
Ayni durum Yunanistan'da da s6z konusudur

Tarkiye'de talasemi ile ilgili ¢agmalar 1957 yilinda Muzaffer Aksoy ile
baslamistir. Cavdar ve Arcasoy tarafindan talasemi gkl gosteren ilk cagmalar
yapillms ve Tarkiye insidansi %2,1 olarak bildirilghir. Bazi bélgelerde ise insidansin
%0,6-12 arasinda olgu gosterilmgtir’. p talasemi mutasyonlarinin molekiiler diizeyde
incelenmesi sonucunda Turkiye'de 30’dan fazla nydastipi tespit edilmytir.
Tarkiye'nin bolgeleri mutasyon tipleri acisindandesel farkliliklar géstermektedir.

Son yillarda molekiler genetik alanindaki gekler bircok kalitsal hastgin gen

diizeyinde ankalmasini sglamis, bunun sonucunda da bu hastaliklarin tanisi DNA



diizeyinde yapilir hale gelgir. En 6nemli ve hizh gelime hemoglobinopatilerin
molekiler mekanizmalarinin ve mutasyonlarinin @inteasinda olmgtur. Kazanilan bilgi
birikimi ile yeni DNA analiz ve tani yontemleri gglirilmis; bunlar sadece ¢ocuk ve
eriskine dezil fetal DNA'ya da uygulanabilecek hale gektmi. DNA analiz ve tanisinda
gittikce daha basit, kolay, tekrarlanabilen, telaraali, radyoaktivite gerektirmeyen,
ekonomik ve tani laboratuvari ortaminda da uyglldea yontemler tercih
edilmektedir. Tumi PCR’a dayali olan bu ydntemldglasemi ve anormal
hemoglobinlerin tayici ve d@um oncesi erken tanisinda hizli, ekonomik ve kolay
uygulanabilir olmalari dolayisi ile bir @r agcms ve 6zellikle bu hastaliklarin yaygin
olarak goruldgl toplumlarda 6énem kazangtardir. Bu yontemler arasinda; bilinen
mutasyonlarin tespitinde kullanilan ARMS, RFLP vdinmeyen mutasyonlarin
tespitinde kullanilan DNA dizi analizi yontemi skailir°.

Ayrica son yillarda kullaniimaya danan “mikroarray” (mikrogip) teknolojisi;
hematolojik malignitelerin 6n bilgi olmadan sinrtarilmasinda, yeni alt gruplarin
belirlenmesinde, hastgln tanisinin dgru olarak yapiimasinda, tedaviye cevabin ve
hastalgin ilerlemesinin 6nceden belirlenmesinde ve en disentedavi icgin yeni
hedeflerin bulunmasinda biyik 6nemi@aktadir. Mikroarray’ler, birgok biyolojik
sistemde oldgu gibi, hematolojide de yuksek ciktili gen ifadealemeleri icin rutin
arac olmaya yonelik bir teknolojidir. Bu yontembgyni anda pek cok genin ifadesi ile
ilgili bilgi almak mumkunddr. Kullanim alanlari; geifade profillerinin argtiriimasi,
mutasyon taramas! ve analizi, genotipleme, genleen klonlarin haritalanmasi,
mikrodelesyon ve kromozomal aberasyonlarin tespalarak siralanabilir.
Mikroarray’lerin en énemli avantajlari, ayni andacbk gen ile ilgili bilgi alinmasi,
hizli sonu¢ elde edilmesi, az sayida deney yapilngisvenilir olmasi ve sistem
kurulduktan sonra ucuz olmasidir. Bu yontem sagesip-talaseminin molekdler
tanisinda daha kesin sonuclar elde edilmesi heuséktedit.

Bu calgmada dap-talasemi molekuler tanisinda kullanilan klasik tgdmerle
mikroarray yonteminin katastiriimasi ve mikroarray teknolojisinif-talasemi prenatal
tanisinda kullanimina yonelik bir 6n gatia yapilmasi amaclangtir.



2.GENEL BILG1

Kalitsal hemoglobin hastaliklari, insanlarda erygya olarak gorilen tek gen
bozukluklaridit?. Bunlar arasinda oldukca genbir genetik yelpazeyi kapsayan
talasemiler, hemoglobin tetramerini giluran globin zincirlerinin bir ya da daha fazlasini
sentezindeki azalma veya tamamen yplha bgll olarak ortaya ¢ikarlar. Talasemiler
sentezi bozulmy olan globin zincirine gorex, B, vy, 8, op, €ydp talasemi olarak
adlandirilirlar. En sik goriilen tiplesi ve p-talasemidit®. p talasemi otozomal resesif
geck goOsteren genetik hastaliklar arasinda dunyadakegdsulenidir. Akdeniz, Orta
Asya, Afrika’'nin bazi bdlimleri, Hindistan ve Asyasta olmak Uzere dinyanin her
yerinde yaygin olarak gorilen hagtall karakteristik talasemi kaginda bulunan
Ulkemizde de her bélgede rastlanabilmektedir. Hérkirevalansi %2,1 olup yoérelere gore

desisiklik gostermektedit'*°

2.1.Hemoglobinin Yapisi ve Ozellikleri

Hemoglobin, akgerlerden cevre dokulara oksijersitaasina ek olarak G@in
disari atilmak tizere dokulardan ajeilere tainmasini da s@gayan bir proteindi¥. En
yuksek oranda akgerden doku kapillerlerine oksijenstamasi fonksiyonu gordgii
eritrositlerde bulundf.

Hemoglobin, iki cift 6zdg olmayan polipeptid zinciri ve dort molekil hem’den
olusan tetramer yapida bir protein olup peptid zindideasindaki etkilgmler ile bir arada
tutulur'® (Sekil 1).

Sekil 1. Hemoglobinin yapiél



Molekuler a&irligi 64500 dalton olan hemoglobin kabaca kiresel yapidp
yaklasik 5,5 nm capindadtt: Prostetik grup olarak halkall bir tetrapirol olaem icerit’.
Globuler hemoglobin molekilinin kompleks yapisimda&m molekdli tim insan
hemoglobin tiplerinde ayni olup hidrofobik bir artaolusturan hem cepleri icerisinde
yerlesmistir'®. Hem'in konjuge cift bglardan olyan y@un & yapisi, gorinir sik
spektrumunun alt ucundakinlar yutarak molekiile koyu kirmizi renk véfir

Tetrapiroller duzlemsel bir halka icinde ddxtmetenil koprust ile birbirine
baglanmsg dort pirol molekilinden ofmaktadir. Bu dizlemsel halkanin merkezinde bir
ferruz demir atomu (& yer alit’. Demir, porfirin halkasinin dért azotuylagi@narak
hem molekiltntin ortasinda tutulur. Hemirf'Feher biri diizlemsel porfirin halkasinin
ayr tarafinda olan iki @a daha yapar Sekil 2). Bu pozisyonlardan biri globin
molekulinin bir histidin kalintisinin yan zincite iolurken, déeri oksijen bglamaya
uygun olarak bulundf. Oksijenin kanda tanmasi @nin hemoglobinle geri déndimlii
kombinasyonlar yapmasiylaganir.

Hs‘T" HC|) ==CHo
1
HT|: —C_ S— (TH
N
HaC—C—=C | C=—=C—CHs
>N —Fe—N < |
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H2(|3 CHs
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Sekil 2. Hem'in yapis??



Insanlardau. ve B olmak lizere iki gen kiimesi, gé sirasinda hemoglobinlerin
sentezini yonetir. Bunlardan gen lokusu; embriyonik geni ve iki tane yegkin a
geninden olgur iken, B gen lokuste, Gy, Ay, 5 ve p genlerinden olgmaktadif*. Yetiskin
hemoglobininin yaklgtk %96’sini olgturan HbA, ikia ve iki B (a2p2) olmak lzere 4
globin zincirinden olgur. Minor ergkin hemoglobini olan HbA iki o ve iki & (a2 82 )
zincirinden, fetal hemoglobin olan HbF ise ikive iki y (o2 v2) zincirinden olyur**22
Normal ergkin hemoglobinlerindekio zinciri 141 aminoasitp, y, & zincirleri ise 146
aminoasit icermektedir. Embriyonik ggfh sirasinda tanimlanan hemoglobinler ise Hb
Gower | (; ¢5), Hb Gower Il § €5) ve Hb Portlandy,)'dir*® 2" 2°(Cizelge 1).

Cizelge 1. Hemoglobin Tiplef

Isim Donem Formdl Eriskin Degeri
Hb Gower | Embriyonik Hb Ge -

Hb Gower Il Embriyonik Hb o €2 -

Hb Portland Embriyonik Hb Coy2 -

Hb F Fetal Hb o2 Y2 %1'den az
Hb A Eriskin Hb azB2 ~ %96

Hb A, Eriskin Hb ap &2 %2,5-3,5

Embriyonik hemoglobinler yumurta kesesinde erittesiicerisinde bulunurlar ve
gebelgin 20. haftasina kadar kalirlar. Eritropoezin kgtade bglamasiyla fetal
eritrositler olyur®3! (Sekil 3). Eritrosit icindeki hemoglobinin kompozisye, gebeltin
devrelerine bgl olarak degiskenlik gosterir. Hemoglobin kompozisyonundaki bu
degisiklik o ve B gen kimelerindeki bir dizi aktivasyon ve inaktiyasa bgli olarak
olusur. Globin gen transkripsiyonundaki mekanizma hetaiz olarak aciklanamastr.
Gebelgin erken evrelerinde Hb Portlang(;), Hb Gower | {;c;) ve Hb Gower Il §¢2)
baskin olarak tespit edilen embriyonik hemoglolgtire Ancak ¢ok az miktarda HbF ve
HbA da vardir. Gebelin 10-11. haftalarinda eritropoezin kaggai ve dalakta damasi
ile embriyonik hemoglobinler azalarak kaybolur veRHozy2) yapimi balar. HbF, gama



zincirinin 136. pozisyonunda Alanin icerery Reya Glisin iceren golmak Uzere iki farkl
gama zincirine sahiptir. /@Ay orani dgumda 3/1 iken beaylikken 2/3’e inet’ 2% *°

T Ry EemeT
Erfiropoez Karaoifer || e Kemik i
Balgesi i 3
ﬁtl ki a
gp) [ Yumurta kesesi o lelEL —
I||( e — o - |_j _
Total  40f [/ — s
. [ .r.l'
glnbln. 20 b/ /
=entezi ‘!{.‘
(%] 20— | x
b \
L4 L
M- ] - \
| X ! by ]
& 12 18 24 30 38 1 B 12 18 24 30 36 42 43
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Sekil 3. Globin zincir sentezinin evrel&ri

Hemoglobinina ve B zincirlerinin genetik kontroll iki ayr gen kiimesirafindan
yapilir. Bunlardano gen kimesi 16. kromozomun kisa koju,gen kimesi ise 11.
kromozomun kisa kolu Uzerinde yer alir. Alfa gemki$inde tetayl, 02, psddal, psédo
zeta ve zeta geni vardir. Beta gen kimesinde isddfjesinden itibaren bir adet
embriyonik epsilon, & Ay genleri, pstdobeta, delta ve beta genleri bulutaaak’>>3*
(Sekil 4).

Her bir globin geninde 3 ekson ve 2 intron buluntadk. Globin zincirinkifreleyen
dizilerin oldysu gen bélgelerine ekson, proteine dgméyen dizileri iceren bolgelere ise
intron denilmektedi®** Translasyona gramamasina gmen 5 ve 3’ bélgelerindeki
diziler oldukca 6nemli olup gen ekspresyonunda egharlar. Promotor bolge ise

transkripsiyonun bgadig bolgenin éniinde 100 baz ciftlik bir alani kapfat:



Alfa gen ailesi Intron Tntron
| |

w CCAAT mes TATA s E-l E-ll E-Ill ==s Enhancer =

. 1-31 32-99 100-141 J
Eromozom 16
RLEEE B FEREEER R T FH) e
L i oy o ooy
{ 30 kb |
Beta gen ailesi Intron Intron
i I
w CCAAT = TATA s E-l E-ll E-Il == Enhancer =

5.- 3¢

1-30 31-104 105-146

Eromozom 11

€ Gy Ay By & B
} 60 kb |

Sekil 4.insan hemoglobinlerinin genetik yapfsi

2.2.p —Talasemi

B talasemi zincir yapiminin azalmasi veya yokluile karakterize olan kalitsal
hematolojik bir hastaliktir globin sentezinin azalma$® talasemi, yoklgu ise p°
talasemi olarak adlandirfit Giinimiizdes-talasemiye yol acan molekiiler bozukluklar
oldukga iyi bir sekilde incelenmi ve hastafiin en 6nemli nedeninin-talasemide
gorilen buydk delesyonlar gie gen icindeki nokta mutasyonlari olglw anlgilimistir.
Bu mutasyonlarin ilk 40’B-globin geninin klonlanmasini takiben, DNA dizi #ngile
tanimlandiktan sonra 1987 yilinda rutin kullanimigergy PCR yontemi ve direkt DNA
dizi analizi ile belirlenmgtir. Son 20 yilda isep-talasemiye yol agh bilinen

mutasyonlarin sayisi biyik bir hizla agfme 200’0 gecnstir'®.

2.2.1.p-Talasemik Mutasyon Tipleri
Talasemi,8 globin genindeki mutasyonlar sonucugain bir hastaliktir. Bunlarin

buaydk bir kismini nokta mutasyonlarl gtiwrurken daha az oranda delesyonlar



olusturmaktadir. Nokta mutasyonlart RNA transkripsiyoan balamasini, RNA
islemlenmesini ve RNA stabilitesini 6nleyerek norrRMA globin sentezini 6nler. Buna
karsin frameshift veya zincir mutasyonlari translasyobloke edef. Mutasyonlar
genellikle cgrafik ve etnik bir dgiim géstermektedif. Farkli etnik kékenlerézgi -
talasemi mutasyon tiplerinin giimi Cizelge 2'de gosterilrgiir®,

Hastalik genellikle transfliizyona genli agir hemolitik anemi (Cooley’s anemisi)
seklinde homozigotlarda ortaya ¢ikmakta@liglobin genindel talasemiye neden olan en
az 90 mutasyonun tespit edilmesingman, hastafin yaygin olarak goérildiii her bir
etnik grupta bu mutasyonlarin bir grubu bulunmakfad

B zincir yapimina gor@® ve B* olmak tzere iki tipi vardirp® talasemide hic beta
zinciri yapiimamaktadir. Homozigot hastalarda Hb& HbF vardirf* talasemi de ise
anormal de olsa az miktarda beta zinciri yapimdwaiHomozigot hastalarda normalin

altinda HbA yapimi vardif.

Cizelge 2. Farkli etnik kbkenlere dzfiialasemik mutasyon tipléfi

Mutasyon Fenotip | Etnik kbken
Transkripsiyonel Mutasyonlar

-101 (G-T) B Turkler, Bulgarlaitalyanlar

-92 (G-T) M Akdenizliler

-90 (G-T) B Portekizliler

-88 (G-T) B Zenci popilasyon

-88 (CoA) B Kartler

-87 (C-G) B Akdenizliler

-87 (C-A) B Amerikali zenciler

-87 (C-T) B Almanlar,italyanlar

-86 (C—A) B ftalyanlar

-86 (C—G) B Liibnanlilar, Thai

-32 (C>A) B Tayvanlilar

-31 (A—C) B ftalyanlar




+

-31 (A—G) B Japonlar

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

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

-28 (A—C) B Kurtler

-28 (A—G) B Cinliler

+10, -T B Yunanhlar

+22, (G-A) B Turkler, Bulgarlarjtalyanlar
+33, (G-G) B Kibrish Yunanlilar

+43'den +40'a -AAAC B Cinliler

RNA Islemlenmesi ileilgili Mutasyonlar

/ Splice Kavsagindaki Mutasyonlar

IVS 1 (-3), (C-T)
(Kodon29; Gly-Gly)

F

Lubnanlilar

IVS 1 (-2), (A—G)
(Kodon30; Arg—Gly)

(¢}

Ispanyol Museviler

B
B
B
B

IVS | (-1), (G—A) ° Bulgarlar
(Kodon30; Arg-Lys)
IVS | (-1), (G—-C) ° Amerikali zenciler,Tunuslular,

(Kodon30; Arg—Thr)

BAE, Hintliler

[IVS I-130 (+1)]

IVS I-1, (G—A) B° Akdenizliler, Asya Hintlileri
IVS I-1, (G-T) B° Asya Hintlileri
IVS II-1, (G—A) B° Akdenizliler,
Amerikali zenciler, Tunuslular

IVS 1I-1, (G—C) B° franlilar
VS I-2, (T—A) B° Cezayirliler
IVS I-2, (T—C) B° Amerikall zenciler
IVS 1-2, (T—-G) B° Tunuslular
IVS 11-2,3, +11bp, -2bp B° franlilar
IVS 1, -17 nts (3’ end) B° Kuveytliler
IVS 1-130, (G-A) B° Misirhlar
IVS 1-130, (G—~C) B° Turkler, Japonlar
Kodon 30, G-C B° Ortadgulular

p

IVS 11-849, (A—C)

Amerikali zenciler




IVS 11-849, (A—G) B° Amerikal zenciler
IVS 11-850, -G B° Italyanlar

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

IVS 11-850, (G—T) B° Japonlar

RNA Islemlenmesi ilellgili Mutasyonlar: Konsensus Dizilerdeki Mutasyonlar

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

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

IVS 11-4,5, -AG Bo? Portekizliler

IVS 1I-5, (G—C) B Cinliler

IVS I-6, (T—C) B Akdenizliler

IVS 1-128, (T-G) B Suudi Arabistanlilar

IVS 11-837, (T—G) ? Asya Hintlileri

IVS 11-843, (T—-G) B Cezayirliler

IVS 11-844, (C—G) B italyanlar

IVS 11-848, (C—A) B Amerikali zenciler, Misirlilariranlilar
IVS 11-848, (C—G) B Japonlar

RNA islemlenmesi ilellgili Mutasyonlar: IVS-1 ya da IVS-II'deki De gisiklikler

IVS I-110, (G-A) B Akdenizliler
IVS I-116, (T-G) B° Akdenizliler
IVS 11-654, (CT) B Cinliler

IVS 1I-705, (T—G) B Akdenizliler
IVS 11-745, (C-G) B Akdenizliler

RNA TIslemlenmesi ilellgili Mutasyonlar:

Kodlanan Bolgedeki Mutasyonlar

F

Kodon10 (G-A) Asya Hintlileri
(Ala—Ala)
Kodon19 (A-G) ¥ Malezyalilar

(Hb Malay; Asn—Ser)

Kodon24 (F-A)
(Gly—Gly)

+

Amerikali zenciler, Japonlar

Kodon26 (G-A)
(HbE; Glu—Lys)

B
B
B
B

F

Guneydgu Asyalilar

10




Kodon27 (G-T)

(Hb Knossos; Ala>Ser)

B+

Akdenizliler

RNA Translasyon Mutasyonlari: Anlamsiz Mutasyonlar

Kodonl15, GG—TAG B° Asya Hintlileri, Turkler
Kodon15, TG—TGA B° Portekizliler

Kodonl7, (A-T) B° Cinliler

Kodon22, (G-T) B° Reunion Adalilar
Kodon26, (G-T) B° Tayvanllar

Kodon35, (C-A) B° Tayvanllar

Kodon37, (G-A) B° Suudi Araplarjspanyollar
Kodon39, (G-T) B° Akdenizliler

Kodon43, (G-T) B° Cinliler

Kodon61, (A-T) B° Zenciler

Kodon90, (G-T) B° Japonlar

Kodon112, (F>A) B° Slovaklar

RNA Translasyon Mutasyonlari: Cerceve Kaymasi (Franeshift) Mutasyonlar

Kodon1, -G B° Akdenizliler
Kodon2,3,4, -9bp; +31bp B° Cezayirliler
Kodon5, -CT B° Akdenizliler
Kodoné, -A B° Akdenizliler, Amerikali zenciler
Kodons8, -AA B° Akdenizliler
Kodon8/9, +G B° Asya Hintlileri
Kodon9/10, +T B° Yunanhlar
Kodonl1, -T B° Meksikalilar
Kodon14/15, +G B° Cinliler
Kodon15, -T B° Malezyalilar
Kodon16, -C B° Asya Hintlileri
Kodon22/23/24 B° Tarkler
-AAGTTGG

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

11




Kodon27/28, +C B° Cinliler
Kodon28, -C B° Misirhlar
Kodon28/29, -G B° Japonlar, Misirlilar
Kodon31, -C B° Cinliler
Kodon35, -C B° Malezyalilar
Kodon36/37, -G B° franhlar, Kirtler
Kodon37/38/39 B° Turkler
-GACCCAG

Kodon38/39, -C B° Cekler
Kodon38/39, -CC B° Belcikallar
Kodon40, -G B° Japonlar
Kodon40/41, +T B° Cinliler
Kodon41, -C B° Tayvanllar
Kodon41/42, -TTCT B° Cinliler
Kodon42/43, +G B° Japonlar
Kodon42/43, +T B° Japonlar
Kodon44, -C B° Krtler
Kodon45, -T B° Birlesik Arap Emirlikleri
Kodon47, +A B° Surinamlilar
Kodon47/48, +ATCT B° Pencaplilar
Kodon51, -C B° Macarlar
Kodon53/54, +G B° Japonlar
Kodon54, -T B° Cezayirliler,isvegliler
Kodon54/55, +A B° Hintliler
Kodon56-60, +14bp B° -

Kodon57/58, +C B° Pencaplilar
Kodon59, -A B° ftalyanlar
Kodon64, -G B° Isvigreliler
Kodon67, -TG B° Filipinliler
Kodon71/72, +A B° Cinliler
Kodon71/72, +T B° Cinliler
Kodon72/73 B° Britanyalilar
-AGTGA; +T

12
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Kodon74/75, -C B° Turkler
Kodon76, -C B° Italyanlar
Kodon82/83, -G B° Azerbaycanlilar, Cekler, Hirvatlar
Kodon84/85, +C B° Japonlar
Kodon84/85/86, +T B° Japonlar
Kodon88, +T B° Asya Hintlileri
Kodon89/90, -GT B° Koreliler
Kodon95, +A B° Tayvanllar
p

Kodon106/107, +G

Amerikali zenciler

Dominant Gecgen Beta-Talasemi ve Stabil Olmayan Bef@ncir Varyantlari

Kodon24/25, -GTT B° Japonlar

Kodon28, OG—CGG B° (Hb Chesterfield)

Kodon31/32, +CGG B° Ispanyollar

Kodon32,dG—CAG(Leu—GIn) | p° (Hb Medicine Lake)

Kodon98GTG—ATG(Val—Met)

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

Kodon60,d3G—GAG(Val—Glu) | p° (Hb Cagliari)italyanlar

Kodon94, +TG B° (Hb Agnanajtalyanlar

Kodon100,-CTT, B° Guney Afrikalilar

+TCTGAGAACTT

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

-12bp

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

Kodonl110, -TC B° (Hb Showa-Yakushiji) Japonlar

Kodon114, -CT; +G B° (Hb Genevajsvicreli Fransizlar

Kodonl114, FC B° (HBDurham-N.C.; Hb Brescidjalyanlar

Kodonl115, G5A B° [Hb Hradec Kralove (Hb HK)] Cekler

Kodon120/121, +A B° Filipinliler

Kodonl121, G-T B° Polonyalilarisvicreliler,Japonlar,
ingilizler, Cekler

Kodon123, -A B° (Hb Makabe) Japonlar

Kodon123/124/125, B° Tayvanllar

-ACCCCACC

Kodon124, -A B° Ruslar

13




Kodon127/128, -AGG
(GIn Ala—Pro)

o

(Hb Gunma) Japonlar

Kodon124/125/126, +CCA B° Ruslar
Kodon125, -A B° Japonlar
Kodon126, -T B° (Hb Vercelli)italyanlar
Kodon126, @G—-GGG B° (HbNeapolis)talyanlar, Almanlar,
Tayvanlilar
Kodon126/127/128/129/130/131, B° Pakistanlilar
-17 bp
Kodon127 CAG—TAG B° Ingilizler
(GIn—stop kodon)
Kodon127, @G—CCG B° (Hb Houston) Britanyalilar
(GIn—Pro)
Kodon127, @G—CGG B° Fransizlar
(GIn—Arg)
p
p
p

Kodon128/129, -4 bp, +5 bp ve | B° Irlandalilar
Kodon 132/133/134/135, -11 bp
Kodon 134/135/136/137, -10 bp, | B° Portekizliler

+4 bp

Baslik Bolgesi (CAP Site) Mutasyonlari

Cap +1, A-C B Asya Hintlileri

Baslangic Kodonu Mutasyonlari
ATG—-GTG B° Japonlar
ATG—ACG B° Yugoslavlar
ATG—AGG B° Cinliler, Koreliler, Kuzey Avrupalilar
ATG—ATA B° Italyanlar,isvegliler
ATG—ATC B° Japonlar
ATG—ATT B° Iranlilar

3’ UTR Mutasyonlari

3 UTR +6, +1,480; &G M Yunanlilar (+6, GG olarak da bilinir)
3'UTR +1,565'den +1,577’¢; B*? Turkler
-13 bp
3'UTR +1,570; C B*? Irlandalilar

Poliadenilasyon (poly A)

ileflgili Mutasyonlar

AATAAA —-AACAAA

¥

Amerikali zenciler

AAT AAA—-AAT GAA

+

Akdenizliler
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AATA AA—-AATAGA B Malezyalilar
AATAA A—AATAA G B Kartler
AATAAA —AAAA B Fransizlar
(-AT veya -TA)

AATAAA —A (-AATAA) B Araplar

2.2.1.1. Gen Delesyonlari

a-talasemilerin aksin@-talasemide gen delesyonlari ¢ok sik gozlenmeziiBeig
kadar yaklaik 17 tane gen delesyonu tanimlagtmi 3 geninin 3’ ucundaki 619 bc
delesyonu Pakistan ve Hindistan’daki, Sind ve Gijapopulasyonunda gorulef-

talasemilerin %50’sinden sorumlud&r®> 2

2.2.1.2.Transkripsiyonel Mutasyonlar

B geninin promotdr bolgesinde birgcok baz gidemi tanimlanmgtir. CAP
bolgesinde CCAAT ve ATA kutusunda gorulen mutasgo®NA polimerazinf genine
baslanma ve transkripsiyonu fatma yetengini azaltir. f mRNA transkripsiyonu bu

durumdan etkilenir v8 mRNA miktari azalf. Biitiin olgularin fenotipi3* talasemidit®.

2.2.1.3. RNAIslemlenme Mutasyonlari

MRNA'nin ¢ekirdge girmesini engelleyen tek baz mutasyonudur. Ek#sn
intronun b&lanma noktasinda 5’ GT (donor) 3' AG (receptor)dasinde gozlenir. Bu
splice noktasindaki tek baz ggkligi splicingi bozar vep® talasemi fenotipini
4,25,29

olusturur
baglidir®,

pB-talaseminin farkli tipleri IVS | konsensus sekasiki tek baz d@simine

2.2.1.3.1. Splice Kasagindaki Mutasyonlar

Bu sekanstaki mutasyonlar splicingi farkh orantardtkiler ve kriptik bolge
cevresinde alternatif bir splicing gturur. IVS I-5deki bir mutsyonla &C veya T
desisimi; B zincir Uretiminde orta derecede bir azalma siddetli p* talasemi ile
sonuclanir. Oier taraftan IVS I-6'da T'nin C ile dgsimi f yapiminda orta derecede bir
azalmaya neden olur. Bu mutasyon Akdeniz bolgesgitélenf talaseminin Portekiz

formu olarak adlandiriimaktadir
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2.2.1.3.2. Konsensus Dizi [gesikliklerine Neden Olan Mutasyonlar

Okaryotik hicre genlerindeki intron-ekson glzmma bolgelerinde yer alan
konsensus dizilerde meydana gelegigidikler de B talasemiye neden olmaktadir. Bu
diziler don6r bolgelerdeki eksonlarin son ug¢ nitéeale intronun ilk altl nukleotidini,
akseptor bolgede ise intronun son 10 nikleotideKsonun ilk nikleotidinden ajur. Bu

mutasyonlaf talasemiye sebep olurfar

2.2.1.3.3Intronlardaki De gisiklikler

B geninin icinde GT ve AG dinukleotidleri splice kaklari dginda birgcok yerde
bulunabilir. Ancak bunlar normal splicingsleminde dondr ve akseptdr olarak
kullaniimazlar. Kriptik bolgeler olarak adlandinldou yerlerde okan bazi mutasyonlar
yeni splice bdlgelerini oktururlar. En yaygin goraleni IVS 1-110'daki bazgggmidir. Bu
bolge 3’ akseptor splice bolgesinde A-G yokngibi islem gortr. 110. pozisyondaki
G—A degisikli gi B* talasemi fenotipine neden ofdr

B globin geninin ikinci intronunda da mutasyon sapiatir. IVS 2'de pozisyon
654'de A—~G desisimi anormal B globin zincir sentezine neden olur. Fenotipi e

talasemidit.

2.2.1.3.4. Kodlanan Bolgedeki Mutasyonlar

B globin geninin ekson 1'de kodon 24-27 IVS 1 dohélgesinde gizli mutasyon
bolgesi vardir. Bu bolge ST dintkleotidini icerir ve koryu desisimler bu boélgenin
aktivasyonunu sgdar. Normal ekson/intron Igganti bdlgesi yerine burada anormal
splicing oluur vesiddetli B* talasemi olgur”.

Kodon 19 (A-G), 26 (G—~A) ve 27 (G-T) mutasyonlari mRNA azalmasi ve

anormal splicing ile sonuglafur
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2.2.1.4. RNA Translasyon Mutasyonlari

2.2.1.4.1. Anlamsiz Mutasyonlar

Tek bir nukleotidin yer destirmesi sonucu normalde bir aminoasidi kodlayan
kodon, translasyonun durdurulmasi sinyalini verarddrucu kodon (stop kodon: UAA,
UAG veya UGA) haline gelir. Mutasyonun olglukodondan itibaren globin zincir Gretimi
normalden énce durur. En yaygin goérileni Kodon 39T CAG—TAG) mutasyonudur.
Akdeniz Bolgesi'nde yiksek siklikta gorilen bu nsytan sonuct® talasemi fenotipi
ortaya cikat".

2.2.1.4.2. Cergeve Kaymasi (Frameshift) Mutasyonlar

Bir veya birden fazla niukleotidin delesyonu vewaersiyonu sonucu One veya
arkaya dgru (5—3 veya 3—5’ ybninde) olgan nikleotid kaymasi ile mutasyon
bolgesinden sonraki kodonlargifreleri desiserek farkli aminoasitlerirsifreleri ortaya

cikar. Bu mRNAB® talasemi fenotipine neden oftir

2.2.1.5. Dominant Gege-Talasemi ve Stabil Olmayar Globin Varyantlari

Son 20 yilda @r B talasemiden ayrilamayan sporadik vakalar tanimigtmmBu
tip vakalarda eritrosit prekursérlerinde inklizyoisimcikleri cok¢ca godzlenmektedir.
Dizi analizleri molekuler dizeyde heterojenite gbstektedir. Fakat @u B globin
geninde ekson 3'de mutasyon icermektedir. Cerceaygmisi veya prematur zincir
sonlanmasi gozlenir. Bu dizensizlik uzamstiabil B globin gen Grdnlerini olgturur. En
sik goriilen mutasyon ise kodon 121’de GAAAA degisikli gidir>> %°

Bazi B globin zincir varyantlari olduk¢a unstabildir vetramer yapma gdimi
gosterirler. Olgan unstabil hemoglobinler eritrosit prekirsérleenege kanda birikirler.
Dominant geceifs talasemiden hemolitik anemiye kadagidix klinik gosterirler. Buna

ornek olarak hemoglobin Indianapolis verileBift?

2.2.1.6. Balik Bolgesi (CAP Site) Mutasyonlari
B* talasemi fenotipi ile sonuglanan +1-AC yer degisimi sonucu transkripsiyon
azalir, baliklanma yavalar ve mRNA kararlig bozulur. Homozigot olarak bulunmasi

halinde bile kjide heterozigot gibi bulgu veren bir fenotiptir
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2.2.1.7. Balangi¢ Kodonu Mutasyonlari
Baslangi¢c kodonu olan ATG’deki nikleotid gigiklikleri sonucu transkripsiyon

baslatilamaz ve bunun sonucunptalasemi fenotipi olur’.

2.2.1.8. 3' UTR Mutasyonlari
3’ UTR boélgesinde +1565'den +1577 nikleotidine kad&n kismin delesyonu

sonucp” talasemi fenotipi ortaya cikar

2.2.1.9. Poliadenilasyon Sinyal Mutasyonlari
B° globin MRNA’nin 3’ untranslated bolgesinde AAUAAAlizisi B gen
transkripsiyonunun kirilma ve poliadenilasyonu igiygundur. Orngin B globin

geninin bu bolgesinde TC gigimi ortasiddettep talasemi ile sonuglanmaktaliir

2.2.2. Turkiye'de p -Talasemi

B-talasemi tayiciligi orani Tirkiye genelinde %2,1 olmakla birlikte, bay!i
Turkiye’'nin bazi yorelerinde %10’a kadar ¢ikmaktadikraba evliliklerinin sikigr ve
dogum hizinin yiksekgi, Turkiye'de beklenilenin de Uzerindp-talasemili ¢cocuk
dogmasinin nedenidir. Hastalik, hafif klinikB-talasemi intermedia ile transfiizyona
bagiml B-talasemi major arasinda seyreden cokgemiyelpazede gorulmekle birlikte,
Turkiye'de B-talasemi major olgularigar basmaktadir. Halen Turk toplumunda 30’dan
fazla mutasyon tanimlangtir. Bu geng molekiler cgitlilik, hastaliga énlem alma
stratejilerini ve programlarini 6nemli dl¢clide gigtilenektedir. 1VS-1-110 Turkiye'de
en siklikla rastlanaf-talasemi mutasyonudur. 1VS-1-110'un Turkiye gendé %40
olan siklgi, Orta Anadolu’da %50'yi gmakta, buna karik Dogu ve Glney Dgu
Anadolu’da %25’lere dimektedir. Turkiye'nin c@rafi bolgeleri, mutasyon siig ve
cssitlili gi acisindan kiyaslanginda, Glke nufusunun %50’sini barindiran Bati Arlado
ve Akdeniz bdlgelerinin, Turkiye genelindeki glamla uyumlu oldgu ve Kuzey,
Guney ve Dgu Anadolu bélgelerinin daha az heterojen @ldwe kendilerine 6zgu
mutasyonlar (-30, -87, FSC8/9, IVS 11-745 gibi)ridigi gorilmektedit®. Bolgemizde
de en sik rastlanan mutasyon IVS 1-110 (%48,1) dlupu Cd39 (%9,8), IVS I-1
(%6,4), Cd 8 (%5,5), -30 (%5,1), Fsc5 (%5,1), IN-S745 (%4,2), IVS -6 (%4,2), IVS
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-1 (%2,1), Fsc74/75 (%2,1), Fsc 8-9 (%0,8) ve I¥S (%0,4) mutasyonlari
izlemektedit”.

B-talasemi Turkiye’de 6nemli bir §ak sorunu olgturmaktadir. Bu hastgin
henliz kesin tedavisi yoktur, dolayisi ile molekileni ve dgum oncesi erken tani
riskli aileler icin blyuk 6nem tamaktadir. p-talaseminin molekiler dizeyde c¢ok
heterojen olmasi, bundansbsene dnce hastalik tanisi ve dnlenmesinde Tuikipe
cok 6nemli bir engel olarak nitelendirilirdi. Bugiomatizasyona yonelik, tekamali

ve kit yapisinda yéntemlerin devreye girmesi ilezbduk biiyiik orandasdmistir®.

2.3.p-Talasemi Tanisinda Kullanilan Molekdler Yontemler

2.3.1. Klasik Molekduler Yontemler

B-talasemi sendromlari genetik olarak heterojenBu. hastaliklarinsiddeti,
oncelikli olarak gen iizerindeki hasarlarin tipinére belilenmektedff. Bu nedenle
hassas ve guvenilir tanisal yontemlerin kullanilimag-talaseminin takibi ve
onlenmesinde kritik bir role sahiptir. Bunlar arafa ARMS ve RFLP yontemleri tani

icin temel teknikler olarak kullaniimaktadfir

2.3.1.1. ARMS (Amplification Refractory Mutation System)

ARMS, allel-spesifik primerler kullanan PCR’a dayair yontemdif>. Nokta
mutasyonlarinin ve kicuk delesyon veya insersiyamkdosrudan belirlenmesini géar.
Tipik bir ARMS yontemi iki tamamlayici tepkimederugur. Birinci tepkime, normal
DNA dizisine 6zgul ARMS primeri icerir ve belirlibyerdeki mutant DNA'y1 amplifiye
edemez. Benzer olarak ikinci tepkime, mutanta 6zgirher icerir ve normal DNA'yI
amplifiye edemez. Bir bireyin genotipi amplifikasyo Urlnlerinin  analiziyle
tanimlanabilmektedir. Normal bir birey yalnizca mat tepkimede PCR 0rdni
olustururken heterozigot her iki tepkimede, homozigaitant birey ise yalnizca mutant
tepkimede PCR uriini aiurur®.

Klasik PCR’dan farkli olarak mutasyona 6zgu amidifiyon yapilarak mutaifi
globin allelleri saptanir. Mutanf globin alleline 6zgl primer sadece mutasyonun
oldugu bolgeyi tanirken, mutasyonun olmgdbdlgeye yapmayacak ve amplifikasyon

sonucgsuz kalacaktir. Boylece bir tane mutant aldelgll, bir tane bunun zit bdlgesini

19



karsilayan, iki tane de genin herhangi bir bolgesingajtarak kagullarin dgrulugunu
kontrol etmeye yarayacak toplam dort primerin takttypte kullaniimasiylg geninin
bilinen mutasyonlari saptanabfif*2

ARMS yontemi PCR’a dayali ger yontemlerden farkli olarak birgcok avantaja
sahiptir. Yontem hizli ve guvenilir olup radyoaktifadde icermeznternal kontrolli iki
tepkimenin kullanimi yalanci pozitif sonuglarin elddilmesini énlemektedir. Yontem
genelde herhangi bir mutasyon icin gelilebilmesinin yaninda, mevcut olan i

genetik polimorfizmlerin saptanmasinda da kullagilief*.

2.3.1.2. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorpism)

Insan genomu c¢ok heterojendiinsan genomunda hasf@l yol acan
mutasyonlara ve iyi huylu genetik varyasyonlara @krak fenotipi etkilemeyen
yuzlerce polimorfizm’e de rastlanir. Molekiler dyide polimorfizm (cok cgtlilik)
kisiden kiiye nukleotid dizelerinin farklgekillerde bulunmasi demektir. Polimorfik bir
gende varyant alleller bulunur. Bunlar genetik gigpt olarak kullanilabilirler.
Polimorfizme genellikle genler arasi bolgede vexatgin kodlamayan gen igi dizelerde
rastlanmaktadir. RFLP bir genetik varyanttir ve DNAbir restriksiyon enzimi ile
parcalara ayirarak incelenebilirgér genetik varyant restriksiyon endonikleaz’in larm
bolgesinde dgsiklik yapmissa (normal kirma bélgesi kaybolabilir veya yeni kirma
bblgesi ortaya cikmgi olabilir), restriksiyon parcalarinin uzu@uw normalden farkli
olacaktif®,

Restriksiyon endontkleazlar, cift iplikli DNA moléKint spesifik dizelerden
taniyip kesen enzimlerdir. DNA U(zerindeki bu dizelgenellikle 4-6 baz cifti
uzunlysundadir. Birbirinden ¢ok az farkliik gosteren Garkili sinifi tanimlanmstir.
Bunlar Tipl, Tipll ve TiplI'ddr. Tipll restriksiyan endonikleaz, kesmgeminde en sik
kullanilan ve en 6nemli olanidir. Bu enzimler gdikkd kendilerinin bakteriyel
orijinlerini belirleyen Uc-harfli kisaltma ile isilandirilirler. Ayni orijine sahip olan
enzimler arasindaki ayirimi yapmak icin Roman rdeameklenir. Orngin; Hpal,
Haemophilus parainfluenza’dangtanmaktadit’.

20



2.3.2. DNA Mikroarray Yontemi

Onceden tamimlangutekli nikleotid dgisimlerinin (SNP) glvenilir, kisa ve
verimli bir yontem ile tghisi 6zellikle rutin tani ve genetik epidemiyolajalismalar
acisindan buyuk onemstenaktadir. Bu amagla bugtine kadar gelien yontemler PCR
teknolojisinin sundgu olanaklardan yararlanghardir. SNP’lerin tghisinde yaygin olarak
kullanilan yontemler arasinda RFLP, allel spesfiER sayilabilir. Bu yontemler arasinda
RFLP her SNP icin uygulanamaz @iy allel spesifik PCR’nin ise kesin guvenilirlikle
optimizasyonunun 0zellikle bazi SNP’lerin bulugdubolgeler igin ciddi zorluklar
¢tkarmasi agisindan yaygin uygulamalarinda gugligdgnan tekniklerdir. Son yillarda
kesfedilen array teknolojisinin otomasyona uyarlanalyiapisi nedeniyle rutin analizlerde
kullaniima imkani teknolojinin kfinden bu yana ifade edilen bir husus ojton
Mikroarray platformu cam bazli array’lerden farkliarak kullanicinin tasarimina agik,
elektronik array teknolojisine sahip olan ve n@&NP analizlerinde yiiksek gtvenilirlik arz
eden bir sistemdir. Mikroarray; SNP analizlerinimnysira STR, gen ifadelenmesi
analizlerinde ve bilinmeyen mutasyonlarin saptamma@s da guvenilirlikle
kullanilabilmektedir®.

2.3.2.1. DNA Mikroarray Nedir?

Watson ve Crick’'in DNA'nin molekiler yapisini agthtmalarinin tGzerinden 50
yildan fazla zaman gecgtir. DNA’nin molekiler yapisinin argdmasinin ardindan
biyoteknolojik aratirmalar da hiz kazangtir. Son yillarda, yeni bir teknoloji olan DNA
mikroarray teknolojisi biyologlar ve biyomedikalagtirmacilar arasinda oldukca buyik
ilgi cekmistir. Molekdiler biyoloji alanindaki agiirmalarin hizini 6nemli derecede arttiran
yeni ve guclu bir teknolojidir. DNA mikroarray kaami 1995 yilinda Brown tarafindan
tanimlanmy olup oldukga yuksek verimde nikleik asit analiaglama kapasitesinden
dolay! bircok argtirmanin konusu olmgur. DNA mikroarray analizlersu anda tek bir
uygulama ile binlerce hatta milyonlarca farkli DNAizisini analiz etme imkani
sgzlamaktadir. Mikroarray’lerin hassasiyetigdr molekuiler yontemlerle belirlenmesi ¢ok
zor olan kiigiik farkliliklarin tespit edilmesini deimkiin kilmaktadr* >3

Iki nuikleotid zincirinden olgan DNA’nIn ¢ift iplikli sarmal yapisinin belirlenrae
modern molekuler biyolojide bir dénim noktasi oftiom. DNA karakterizasyonu yapan

yontemlerin ¢gu, DNA'nin iki koplementer tek iplikten kismen veyeamamen
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komplementer olan cift sarmajekillenme yeteng olan hibridizasyona dayanmaktadir
Hibridizasyon tepkimeleri ¢ozeltideki iki komplentenmolekil arasinda veya ¢ozeltideki
bir molekll ve kati bir destek Uzerindeki hareketsr komplementer molekll arasinda
meydana gelebilir. DNA c¢ip yontemleri de tek iplikloresan molekuller ve cip
yuzeyindeki tek iplikli dizeler arasindaki hibridigyon tepkimelerinden yararlanir.
Hibridizasyon, tim DNA mikroarray endustrisinin teimaldgl biyokimyasal bir
yontemdir®.

DNA mikroarray yontemi, mRNA dizeylerinin galmasinda en ¢ok kullanilan
teknoloji olmuytur. Tek seferde, ¢ok sayida genin ekspresyon diineyncelenmesine

olanak sglayan genel bir yontem olarak geli bir teknolojidir®.

2.3.2.2. Mikroarray Substratlari

Geleneksel hibridizasyon yontemlerinde nitroselileg naylon gibi esnek
membranlardan yararlanilghr. Bunun aksine mikroarray veya biyocip yontennige
kati yUzeyler kullaniimaktadir. Cip formatlarinmmaataji kati ylizeyin gézeneksiz olmasi
ve boylece belirlenen bolgede biyokimyasal matamyalicik miktarlarinin depolanabilir
olmasidir. Bunun yanisira naylon ve nitroseltloai gjozenekli substratlar, uygulanan
materyalin difize olmasina neden olurlar. Gozereksibstrat ise biyocip Uretimi ve
kullanimi sirasinda organik ve floresan fkkerin hizli uzaklatinlmasini sglayarak
substrat matriks icindeki ¢Ozeltilerin ve ogneabsorbsiyonunu 6nlemektedir. Gozeneksiz
yuzey, yuksek o6rnek demnleri ve hizli hibridizasyon kineli saglayarak kugik ornek
hacimlerinin kullaniimasina olanak gar. Ayrica katl bir substrat mikroarray

elementlerinin kalitesini arttiran giemez bir yapgma yiizeyi de sgamaktadt>.

2.3.2.3. Mikroarray'in Kullanim Alanlari

Mikroarray’ler biyolojik aratirmalarda bircok soruya yanit bulmak icin
kullaniimaktadit®. Biyociplerin yani mikroarray’lerin ilk uygulama lanlari gen
ekspresyon analizleridir. Buna ek olarak hibridyzas dayali yontemler; mutasyon
taramasi, polimorfizm analizleri, haritalama ve iesel calsmalarda da
kullanilabilmektedir. Mikroarray’ler ayrica protéamin nikleik asitlere, kiicik molekdllere
ve diger proteinlere hanmasinin izlenmesinde de kullanim alani bylardir. Ancak bu

uygulamalar hentz gelirilmemistir. Hibridizasyon analizleri genomik DNA’nin hem
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kodlanan hem de kodlanmayan bolgelerindeki tek dedsimleri, delesyonlar ve
insersiyonlarin belirlenmesini @amaktadir. Ayni zamanda DNA dizisinin miktarinin
dlctilmesinde de kullanilabilmektetir

Genlerdeki mutasyonlar sonucu g@n ve genetik hastaliklar olarak adlandirilan
birgcok hastalik bulunmaktadir. Bigikli ge usrayan gen mutant gen olarak adlandirilir. Bu
genlerin uygun olmayan ekspresyonu veya hi¢c ekspreltnamasi da hastalikla
sonuglanmaktadir. Mikroarray cahalari, normal hicrelere karhastalikli hticrelerde
hangi genlerin farklgekilde eksprese olgunu belirlemek icin kullaniimakta ve boylece
hastaliklarla ilgili olan genlerin belirlenmesiyt®rmal ve hasta hiicreler arasindaki farka
hedeflenen ilaclarin getirilmesi de sglanmg olmaktadit®.

Klinik olarak ayirt edilemeyen alt tipleri olanki@ genetik bakimdan heterojen
olan bircok hastalik (talasemi ve orak hiicre aniegiis) bulunmaktadir. Bu hastaliklar
farkh alt tiplere sahip olduklari igin ganlukla farkli tedaviler gerektirmektedirler. Bu
nedenle dgru klinik tani ve tedavi oldukca kritik bir 6nemstanaktadir. Mikroarray
uygulamalari bu hastaliklarda hangi genlerin elspreldgunun belirlenmesinde de

kullanilabilmektedit®.

2.3.2.4. Mikroarray’in Avantajlari

Nukleik asit molekullerinin saretlenmesi ve bunlarin kati yizeye yapi dger
nukleik asitleri analiz etmek icin kullaniimalalik defa yaklaik 25 yil 6nce uygulanngtir.
Southern blotting olarak adlandirilan bu teknikdy@zotop veya floresan kuyruk ile
isaretlenmg bir DNA probu kullanilarak gerceldtrilir. DNA veya RNA fragmentine
uygulanan prob, kendine komplementer olan dizeslkeserek uygun yere yagmaktadir

Teknolojideki ilerlemeler DNA analizleri igin kulfalan bu yontemlerin
minimalize edilmesini sgamis ve boylelikle binlerce DNA veya RNA dizisinin tdkr
inceleme ile analiz edilmesine olanak veitmi Bircok argtirma grupu cegtli klinik
problemleri cozmek icin DNA mikroarray yéntemini llanmaktadit’. Mikroarray’lerin
hassasiyeti, ger molekuler yontemlerle belirlenmesi ¢ok zor oldigik farkliliklarin
saptanmasini dagamaktadir®.

Mikroarray yontemlerinde kullanilan substratlaglaemeksel filtre yontemlerinde
kullanilan hacimden (5-50 mL) daha kicuk tepkimecit&rinin (5-200 pL)
kullaniimasini sglamaktadir. Kigik tepkime hacimleri; ¢Ozelti tUkative maliyetini
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azaltirken kullanilan ndkleik asit ayiraclarininrigienini  arttirmaktadir. Geleneksel
yontemlerle kanlastirildiginda mikroarray yontemlerinde dgmn bundan 100.000 kat
daha fazladrr.

Mikroarray’'de geleneksel filtreleme yontemlerindaullanilan radyoizotoplar
yerine floresan saretlemenin kullanilmasi; hiz, veri kalitesi ve l&olci guvenisi
acisindan blyuk bir avantajgsamistir. Mikroarray yontemlerinde kullanilan ¢oklu renk
floresansi, tek bir ¢gimada iki veya daha ¢ok biyolojik 6rgia ayni anda analizine veya
cogaltilmasina olanak gmmaktadir. Cgaltma slemi, hem gen ekspresyonu hem de
mutasyon tespiti ¢agimalarinda sonuclarin @oulugunu blyik Olgtide arttirmaktadir.
Ayrica floresana dayall bu yontem; charge-couplexlicg@ (CCD) kameralar ile
goruntileme gibi gelmis veri elde etme teknolojilerinden de yararlanmayimiin
kilmaktadir®.

2.3.2.5. DNA Mikroarray'in Cali sma Prensibi

DNA mikroarray 100 tane test alanina sahip olagktebnik bir mikrodizin
platformudur. Cip yapisinda DNA test alanlarina @krak bulunan kanal sistemi
orneklerin test alanlarina godnderilmesine, hibadion ve yikama slemlerinin
yapilmasina olanak samaktadi®® (Sekil 5). Cip yiizeyindeki DNA test alanlari

streptavidin molekdilleri ile kaplidir.

Sekil 5. Mikroarray Gipt®
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Test alanlarina génderilecek DNA molekdlleri 5’ arghdan biotin ilegaretlenirler. DNA
molekulleri sahip olduklar negatif elektrik yikéygsinde cip ylizeyindeki test alanlarina
elektronik olarak gonderilirken ufaklan test alanlarina sabitlenebilmeleri icin 5’
uclarinda bulunan biotin molekullerinden yararlkmirBiotin molekdlleri streptavidin ile
0zgul ve gucli bir bakurma 6zellgine sahiptir. SNP analizlerinde 5’ uclarinda bilatin
isaretlenmy PCR drunlerinin ¢ip yilzeyindeki test alanlarinandgrilmesi tercih
edilmektedir. Test alanlarina stabil kakilde bglanan PCR urunlerinin analizi mutant ve
yabanil tip problarla hibridizasyona tabi tutulayapilir®.

Tanimlanmak istenen SNP’nin yagla olarak c@altilacak PCR Urtntnin (200-
400 bg) ortalarina gelmesi istenir. Urlinin biotinjaretlenmesi PCR igin kullanilan

primerlerden birinin biotinli olarak kullanilimageisalanir®.

2.3.2.5.1. Mutant ve Yabanil Tipisaretleyici

SNP analizlerindesaretleyici olarak tanimlanmak istenen SNP'yi 5 nda
tastyan bir yabanil tip, bir de mutant tip yakla 10-12 baz ciftlik oligontkleotidler
tasarlanir. Analiz edilen hedef dizi ile bir alakabnayan ve uygulanan butin testler igin
kullanilan floresansaretli bu garetleyicilerin 6zgul diziye ganabilmesini sglayabilmek
icin mutant-yabanil tip prob dizisinin 5" ucuna ensel aretleyicinin dizisi de bir kuyruk
olarak takilr. Boylece hibridizasyon sirasindadkan garetli evrenselsaretleyiciler 6zgul

diziye ait problara hanabilir hale gelmi olur® (Sekil 6).

Evrensel Kuyruk

Evrensel
isaretleyici

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

Hedef dizi I
SNP

Sekil 6. Evrenselgaretleyict®

25



2.3.2.5.2. Sabitleyici

DNA mikroarray sisteminde, SNP’lerin yabanil tipeya mutant problarin
hibridizasyonu ile tghisine kesin guvenilirlik 6zeli kazandirmak icin amsiz DNA
molekilleri arasindaki baz etkjlen enerjisinden (base stacking energy)
faydalaniimaktadir. Baz etkilien enerjisi, DNA zincirleri boyunca nukleotidleraaindaki
elektronlarin Uist Uiste caknasi ile agia cikar®.

Diziye 6zgul saretleyici probun 5 ucunun hemen bitiminderslagan 25-35
nukleotidlik sabitleyici olarak tabir edilen ikinbir oligo hibridizasyon samasi gereklidir.
Hibridizasyon sirasinda sabitleyici ve diziye 6zigaletleyici prob ard arda PCR Uriniine
baglanirlar. Ard arda yerken sabitleyici 5’ ucundaki baz ilgaretleyicinin 3’ ucundaki
baz arasinda ojan “baz etkilgim” enerjisi hibridizasyonun kuvvetini arttiran keétken
olarak belirir. DNA mikroarray cipi hibridizasyorosrasi 6zgul olmayan panmalardan
arindirimak tzere yikamalara ve artan sigakimaruz birakilir. Yabanil tip probun
mutant allele, mutant probun ise yabanil allelgldvemasi, aralarindaki fark yalnizca bir
bazdan ibaret oldiw icin mimkindir. DNA mikroarray sisteminde uygaanisi ve
yikama glemlerine ek olarak sabitleyicinin yargtti“baz etkilgim” enerjisi mevcuttur.
Dolayisiyla SNP analizlerinde meydana gelebilecahlly eslesmelerde test alanindaki
DNA'ya baglanmayan tek baz, sabitleyici veaietleyici oligo arasindaki etkieni
degistirecek, bu da yikama ve 1sI uygulamalari sirasisda konusu yary eslesmis
problarin uzaklgtirimasini iyice kolaylgtiracaktir. Baz etkigm enerjisinin en duk
oldugu ve bu nedenle en cok tercih edilen baz kombimasyia\'dir® (Sekil 7).

53" AA AC  AG AT

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

Sekil 7. Baz etkilgim eneriilert”
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecler ve Kimyasal Maddeler

3.1.1. Geregler

UV Spektrofotometre
Santrifuj

Manyetik Karstirici
Buz Makinesi
Hassas Terazi

Etlv

Vorteks
Mikrosantrifij
Analog pH metre

Otomatik Pipet
Elektroforez Gu¢ Kayna
Elektroforez Tanki
Thermal Cycler
Thermal Cycler
Pirifikasyon pompasi
Iletkenlik 6lger

Calkalayici

Mikroarray

(Shimadzu UV-120-02)

(Eppendorf 5403)
(Heidoph MR 2002)

(Scotsman AF-10)

(Mettler AJ 100)

(Niive N 400)

(Nive NM 110)

(Beckman Microfuge E)

(Beckman Century SS-1)

(Gilson P-2,P-10,P-20,P-100,
P-200,P-1000)
(Bio-Rad Power PAC 300,Pharmacia
Electroforesis Power Supply EPS 500/400)
(Bio-Rad Mini Protean Il Cellio-Rad
Sub-CellGT)

(Perkin Elmer GeneAmp PCR System
9600)

(Eppendorf Gradient PCR System)

(Millipore)

(Horiba Twin Compact Meter)

(Irma Shaker)

(Nanogen Nanochip Molecular Biology
Workstation)
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3.1.2. Kimyasal Maddeler
e Amonyum Klorur

* Amonyum Bikarbonat

« NaCl
« EDTA-Na
« SDS

* Proteinaz K
* Doymu fenol ¢ozeltisi

* Kloroform

*« Etanol
* Primerler
e dNTPler

* Taqg DNA polimeraz

hd deO
o L-Histidin
« NaOH

» Duslk tuz ¢ozeltisi

* Yiksek tuz ¢ozeltisi

3.2. Ornek Toplama

Cukurova Universitesi Biyokimya Anabilim Dal’n$-talasemi 6n tanisi ile
bagvuran kiilerin kan ornekleri kullanilngtir. Molekller analizlerde kullanilacak olan
toplam 52 6rngin DNA’lari Na-EDTA'l tiplere alinan tam kan I6kiierinden izole
edilmistir. izole edilen DNA 6rnekleri kullanilacaklari zamared#r -20C’de muhafaza

edilmigtir.

3.3. Yontemler

3.3.1. Tam Kandan DNAizolasyonu

Prensip: EDTA’L tuplere alinan kanin plazmasi uzakialarak sekilli elemanlar
yikanip eritrositler hemoliz edilerek saf Iokositle edilmitir. Proteinaz K ve STE ile
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muamele edilen lokositlerin hiicre zari parcalangmakeinler hidroliz edilerek homojen

karisim fenol ile ekstre edilip sulu fazla bulunan DNIkat ile ¢oktiiriimitir” %8

3.3.1.1. Lokositten DNAIzolasyonu
Ayiraclar
1. Parcalayici (Lizis) Tampon

Amonyum Klorar 131,0 mM

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

4, Tampon A

%10’luk Sodyum Dodesil Stilfat (SDS)

Proteinaz K (10 mg/ml)

5. Doymus Fenol Cozeltisi (nceden hazirlanir)

250 g kristalize fenol 50 ml saf suda c¢cozilit @acimde 0,5 M Tris-HCI
tamponu (pH 8,0) ilave edilerek manyetik karicida 15 dk kastiriimistir. Cozelti iki
faza ayrildginda ust faz aspire edilerek Uzerirggt @acimde 0,1 M Tris-HCI tamponu
eklenip ayniglem tekrarlannytir. Bu isleme fenol fazinin pH’sI 8,0 olana kadar devam
edilmis ve son degimi %0,1 olacalksekilde 8-hidroksikinolin ilave edilrgtir.

6. Kloroform
7.%70’lik etanol
8. Saf s@uk etanol

Yontem

e 500uL EDTA’l tam kan 1,5 mL’lik ependorf tiptne kongtur.

« Uzerine 1 mL pargalayici tampon eklenerek 3 dk hbubekletilip 13.000
devirde 2 dk santriflj edilerek sUpernatan attmi Bu islem 3 kez
tekrarlandiktan sonra pellet Uzerine 5Q0 Tampon A eklenip hafifce
karistirilarak 37°C’de bir gece veya 58C'de 2 saat bekletilngiir.

* Sire sonunda tipe 250 fenol, 250uL kloroform eklenerek kagtiriimis ve 1
dk 13.000 devirde satrifiij edilerek alttaki fenddtoform kargimi atilmstir. Bu
islem 3 kez tekrarlanrgtir.
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* Ayniislem 3 kez sadece kloroform ile tekrarlagtmi

e Slpernatan B&a bir ependorf tiplne aktarilarak tGzerine 1 mL esdf alkol
eklenerek tip yawsga alt Ust edilip DNAnin
sgglanmstir. Tup 13.000 devirde 2 dk santrifj ediktii.

ipliksi gbrinim almasi

e Sipernatan atilir, dipte DNA pellet halinde gortitizde geldikten sonra DNA
tzerine 1 mL %70’lik etil alkol eklenip katiriimis ve 13.000 devirde 2 dk
satrifij edilmitir.

» Sipernatan atilip, tlp ters c¢evrilerek alkol kulmtugtur.

* Pelletin buyuklgine goére saf su eklenir ve DNA’nin ¢ozulmesi icisdat 37
°C’de bekletilmtir.

» COzunen DNAnin degimi hesaplanarak amplifikasyona hazir hale getigtim

DNA derisimi (ng/ml) = ODygp X sulandirma faktori (50) x 50

3.3.2. ARMS Yontemi ile Mutasyonlarin Belirlenmesi

izole edilen DNA 6rneklerinin ilgili bolgeleri PCReiamplifiye edildikten sonra

ARMS yéntemi ile mutasyon tanimlanmasi gercgtidiémi stir***”.

Ayiraclar

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

10X Cetus Tamponu
2 M KCI 1,25 mL
1 M Tris.HCI 0,5mL
1 M MgCh 75l
Jelatin 5 mg
Steril distile su 3,2mL

Jelatinin erimesi igin 37C’de bekletilir.

Spermidin

1M
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PCR Karisimi (4 mL)

10X Cetus Tamponu 500

Steril distile su 2700L

1,25 mM dNTP kagimi 800uL

Spermidin 1 M 4l
dNTP Karisimi

dNTP’lerin (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) her birindd®Q mM’lik stoktan)
60 puL alinip Uzerine 4740uL steril distile su eklenerek 1,25 mM’lik c¢ozelti
hazirlanmgtir.
Primerler
Primerler 5 pmol{iL olacaksekilde sulandiriimtir.
10X TBE Tamponu pH 8,3

Tris.HCI 2M
Sodyum Asetat 34D 1M
EDTA-N& 10 mM

Saf su ile 1 litreye tamamlanip pH’I glasiyel dseisit ile ayarlanngtir.

3.3.2.1. Amplifikasyon Kaullari

Amplifikasyon 24,1uL’lik reaksiyon hacminde gercekdrilmistir. Reaksiyon
karisimi; PCR kagimi, mutasyonu iceren bolgeye 6zgi ARMS primettialoprimer (1
veya 2), sabit primer, genomik DNA ve Taq polimeigarmektedit”.

Amplifikasyon Protokoli

PCR Kargimi 20uL
Ortak primer 1 veya 2 L
5’ sabit primer L
3’ sabit primer Jul
gDNA (0,5-1pg/mL) 1pL

Taqg polimeraz (5 U/uL) 0,iL
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> ARMS yénteminde kullanilan ortak ve sabit primeftéf

5
5
5
5

Ortak primer 1
Ortak primer 2
5’ sabit primer

3’ sabit primer

ACC TCACCCTGT GGAGCCACZ
CCCCTT CCT ATG ACATGAACT TAAZ
CAATGT ATCATGCCTCTTTGC ACC 3
GAG TCA AGG CTG AGA GAT GCAGGA 3’

» p-talasemi mutasyonlarina 6zgu kullanilan ARMS prieme Cizelge3'de

gosterilmitir.

Cizelge 3ARMS primerleri*

IVS 1-110 (G>A) mutant | 5 ACC AGC AGC CTA AGG GTG GGA AAA TAC ACT 3
IVS 1-110 (G—A) normal | 5 ACC AGC AGC CTA AGG GTG GGA AAA TAC ACC 3’
IVS -1 (G—A)  mutant | 5 TTAAAC CTG TCT TGT AAC CTT GAT ACG AAT 3
IVS I-1 (G—A)  normal | 5 TTAAAC CTG TCT TGT AAC CTT GAT ACG AAC 3’
Cd 39 (G>T) mutant| 5 CAG ATC CCC AAA GGA CTC AAA GAA CCT GTA 3’
Cd 39 (GC>T) normal | 5 TTA GGC TGC TGG TGG TCT ACC CTT GGT CCC 3
IVS -6 (T—>C)  mutant| 5 TCT CCT TAAACC TGT CTT GTAACC TTC ATG 3’
IVS -6 (T—>C)  normal| 5 TCT CCT TAAACC TGT CTT GTAACC TTC ATA 3’
IVS1I-1 (G—A) mutant | 5 AAG AAA ACA TCA AGG GTC CCA TAG ACT GAT 3
IVS1I-1 (G—A) normal | 5 AAG AAA ACA TCA AGG GTC CCA TAG ACT GAC 3’
Cd 6 (-A) mutant 5 CCC ACA GGG CAG TAA CGG CAG ACT TCT GCC 3
Cd 6 (-A) norma| 5 CCC ACA GGG CAG TAA CGG CAG ACT TCT GCT 3
IVS 11-745 (C—G) mutant| 5 TCA TAT TGC TAA TAG CAG CTA CAA TCG AGG 3'
IVS 11-745 (C—G) normal| 5 TCA TAT TGC TAA TAG CAG CTA CAA TCG AGC 3

- 87 (C>G) mutant 5 CAC TTA GAC CTC ACC CTG TGG AGC CAC CCG 3’
- 87 (CoG) normal 5 CAC TTA GAC CTC ACC CTG TGG AGC CAC CCC 3’
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PCR Programi
PCR programi 25 dongu; 92'de 1 dk (denatirasyon), 85'de 1 dk (yagma)
ve 72C’de 1 dk (uzama) olacalekilde gercgeklgtirilmi stir. Son olarak 72C'de 3 dk 1

donguseklinde tamamlanngiir®”,

Agaroz Jel Elektroforezi

Ayiraclar

%2’lik Nuesive-Agaroz Jel
NuSieve 19
Agaroz 19

100 mL 0,5xTBE tamponu icinde mikrodalga firinddilerek hazirlanmytir.

Yukleme Tamponu

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

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

Tris baz 54,09
Borik Asit 27,59
EDTA (0,5 M pH 8,0) 20 mL

1 L saf suda ¢ozulerek hazirlargtm.

Etidyum Bromur Cozeltisi
EtBr 5ug/mL olacaksekilde saf suda ¢ozilerek hazirlagim

PCR sonunda amplifiye olan urinden 20 alinarak 2uL yukleme boyasi ile
karistirildiktan sonra %2’lik agaroz jele uygulanip 180ltta 30 dk yuUratalmgtdr.
Elektroforez sonrasi jel etidyum bromir ile 3 dkyaoip boyanin fazlasi saf su ile
yikanarak temizlenmgiir. DNA parcalari UV ile gortunur hale getirilerefotografi
cekilmistir.
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Homozigot olgular mutant ¢camada cift bant, normal cainada ise tek bant
verirler. Heterozigot olgular hem mutant hem denmalr calsmada cift bant verirler.

Normal olgular ise mutant catnada tek bant, normal ¢cghada cift bant verirler.

3.3.3. DNA Mikroarray Yontemi ile Mutasyonlarin Belirlenmesi

izole edilen DNA 6rneklerinin ARMS yontemi ile muyaslari tespit edildikten
sonra DNA mikroarray yontemine gecilerek ayni 6taeelcin tekrar mutasyon taramasi
yapiimstir. DNA mikroarray yontemi; amplifikasyon, saftama, yikleme, okutma ve
analiz olmak Uizere 5 basamakta gerggkiemi stir>®.

3.3.3.1. Amplifikasyon

Amplifikasyon Kosullari: Genomik DNA'nin amplifikasyonu igin NanoChip
Molecular Biology Workstation Beta Talasemi Amgidisyon kiti kullaniimgtir. Kit,
amplifikasyon icin “oligo-mix” reaksiyon kayumlarini icermektedir. Tam kan
l6kositlerinden elde edilen genomik DNA, ilgilenilédlgeyi iceren dért amplikon elde
edilebilmesi amaci ile iki cift amplifikasyonda kamiimistir™®. Elde edilecek
amplikonlarda bulunan mutasyonlar Cizelge 4'de,i¢erisinde bulunan “oligo-mix 1”

ve “oligo-mix 2" ¢ozeltilerinin iceti ise Cizelge 5'de gosterilgi gibidir>®.

Cizelge 4. Amplikonlarda yer alan mutasyoriar

Amplikon Mutasyonlar
1 IVS 1-110, Cd39
2 IVS I-1, IVS I-6, IVS 1I-1
3 IVS 1I-745
4 -87, Cd6
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Cizelge 5. Oligo-mix 1 ve Oligo-mix g6zeltilerinin icergi®

Cozelti Miktar Icindeki maddeler

Oligo-mix 1 2 x 135QuL 500 nM oligonikleotidler
KCI, Tris-HCI, Triton X-
100, MgC}, dNTPs, Biotin

Oligo-mix 2 2 x 135QuL 500 nM oligonikleotidler
KCI, Tris-HCI, Triton X-
100, MgC}, dNTPs, Biotin

PCR Programi: Amplifikasyon 1 dongu 98C'de 15 dk; 35 dongu 9&'de 1
dk, 57C’de 1 dk, 72C’de 1 dk ve son olarak 1 dongiu°?de 10 dk olacalkekilde
gerceklatirilmi stir>®.

Amplifikasyondan dnce oligo-mix 1 ve oligo-mix 2ngiki ayri tup hazirlanngi
ve her bir tipte 5 WL Taq polimeraz stok c¢ozeltisi Cizelge 6’'da godtiegi gibi
1,5U/reaksiyon olacakekilde sulandirilarak ilave edilgtir. Her bir érnek igin; 45.L
oligo-mix 1+Taq ve 45ulL oligo-mix 2+Taq kamgimi ilave edilmgtir. Hazirlanan
karisimlar tizerine i DNA eklenerek érnekler amplifiye edilgtir™.

PCR sonunda amplifiye olan trindeni20alinarak 2uL yikleme tamponu ile
karistirildiktan sonra %2’lik agaroz jele uygulannve 150 voltta 30 dk yaratalngtir.
Elektroforez sonrasi jel etidyum bromr ile 3 diyAoms ve boyanin fazlasi saf su ile
yikanarak temizlenmgiir. DNA parcalari UV ile gortunur hale getirilerefotografi

cekilip amplifikasyon kontrolt yapilrgair.
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Cizelge 6. Taq polimeraz stok ¢ozelti diliisyortfari

Ornek Sayisi| Enzim Miktar1 | Oligo-mix 1 Miktari | Oligo-mix 2 Mikta ri
5 1,5uL 225l 225l
10 3,0uL 450 uL 450 uL
15 4,5uL 675uL 675uL
20 6,0uL 900 pL 900 L
25 7,50l 1125uL 1125uL
30 9,0uL 1350uL 1350uL
35 10,5uL 1575l 1575l
40 12,0uL 1800pL 1800pL
45 13,5uL 2025l 2025l
50 15,0uL 2250pL 2250pL

3.3.3.2. Saflstirma

Saflatirma slemi asagidaki sekilde gerceklgirilmi stir;

- Her bir drngin oligo 1 ve oligo 2 icin ayr1 ayri amplifiye edit trinlerinden
esit miktarda (45uL + 45uL = 90pL) alinmistir.

- Uzerine 10QuL dH,O eklenip

- Bu sekilde hazirlanan kagmlar her ornek icin bir kuyucuk kullanilacak
sekilde saflagtirma tabgina aktarilarak saffairma pompasi Uzerine yegteilip 15 ing
Hg (500 mbar) olacajekilde 10-15 dk basing uygularytn.

- Sure sonunda kuyucuklara tekrar 100dH,0O eklenip

- Tum kuyucuklardaki miktarlar bitince sajtama tab& pompadan alinarak
her bir kuyucga 200 uL 50 mM L-Histidin eklenip 5 dk calkalamaslémi
gerceklatirilmistir. Bu sekilde saflatirilan Grinler DNA mikroarray yodnteminde
kullanilmak tizere hazir hale getirilgtii>°,

* Saflastirma slemine balamadan 6nce kullanilacak olan ginun iletkenlgi

Olculmistir. dH,O’nun iletkenlgi 15 uS/cm’yi ge¢cmemelidir.
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3.3.3.3. Yukleme

Saflgtirma kleminin ardindan elde edilen UGrinlerden 1@Q alinarak
mikroarray tabgina (96 kuyucuklu) yiklemeslemi gerceklgtirilmistir. TUm Grtnler
bu sekilde yikleme talana her kuyucukta bir 6rnek olacalekilde (toplam 52
kuyucuk) uygulannstir. En son kuyucga ise analiz sirasinda arka planisbaluacak
olan 50 mM L-Histidin’den 20@L yiklenmitir. Histidinden sonraki kuyugia ise 200
uL NaOH (denatiuran olarak) uygularytni.

* Kullanilan 100 mM’lik histidinin iletkenii 200 uS/cm’den kucguk olmasina
dikkat edilmitir..

3.3.3.4. Okutma

Mikroarray tabgina yuklenen orneklerin her biri ¢ip Uzerinde Behen ayri
ayri kuyucuklara cihaz tarafindan otomatik olarakklgnmstir. Okutma glemine
gecilmeden 6nce cip Uzerindeki DNA’larin denatibamasini sglamak amaci ile ¢ip
ylizeyi 0,3 M NaOH ile yikanmstir. Orneklerin denatiirasyonu tamamlandiktan sonra
her mutasyona 6zgu toplamgaietleyici (IVS 1-110, Cd39, IVS I-1, IVS II-1, IVE
6, IVS 1I-745, Cd6, -87) cip yuzeyine teker tekdinderilmg ve okutma glemi
gerceklgtirilmi stir.

3.3.3.5. Analiz

Veri analizinde, drneklerden alinan sinyallergeidendirilirken ©ncelikle bir
ornekten alinan kirmizi vel/veya sjlesinyallerin asgari 50 diizeyinde olup olmadi
kontrol edilmitir (Sinyallerden en az biri bu dizeysaanamgsa s6z konusu 6rnek
degserlendirmeye alinmargtir). Sonuclarin dgerlendirilmesinde iki turlt sinyal
bulunmaktadir. Bunlar geri plan kirmizigyle sinyaller ve 06zgil kirmizi/ygl
sinyallerdir®.

Geri plan sinyalleri; ¢cipe yuklenen histidin Gzetém alinan 6zgul olmayan gre
ve kirmizi sinyallerdir. Geri plan sinyalleri iler@eklerden alinan 6zgul sinyallerden biri
arasinda, 0zgul sinyallerin @&kl sinirda dgerlendirilebilmesi igin, 5’e 1 veya daha
fazla oranda bir fark bulunmasi gerekmektedir. Braen biri 6rneklerden alinan
sinyalin arka plan sinyale orani (6rnek/histididigeri ise kirmizi sinyalin ygl sinyale

oranidir (kirmizi/ygil). Geri plan kirmizi veya y# sinyallerinden en az birine gore
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0zgul sinyalleri 5’e 1 veya Uzeri orani tutturamayanekler dgerlendirilmemgtir. Bu
oran istatistiksel olarak hesaplagnstandart sapma gerinin 3 kati kullanilarak ve
kesin d@ruluk arz eden sonugclar elde etmek tzere belirlgmmbDogru belirlemelerin
yapilabilmesi i¢in heterozigot kontrollerde, hemnkizi hem de ygl kanallarin 5:1
kriterini gegmg olmasi gerekmektedir. Homozigot Orneklerde isenkar veya ysil
kanalin bu orani yakalamasi esa8tir

Ozgul sinyaller; érneklerden alinan 6zgiilsiyeve kirmizi sinyallerdir. Bu
sinyallerin birbirine olan orani ile 6rgm genotipi belirlenir. Buna goére; 1:1 — 1:2
arasindaki oranlarda ornéleterozigot 1:5 ve uzerindeki oranlarda yiksek olan sinyal
kirmizi isemutant, yesil ise yabanil tip 1:2'den fazla veya 1:5'den az ofglinda ise
genotipleme yapilamdk Bu deerlendirmenin sematik anlatimi Sekil 8'de

gosterilmitir.
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4. BULGULAR

Calsma grubu, C.U Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Daa talasemi 6n
tanisi ile gelmi olan kgilerden olgmaktadir. Toplam 52 bireyden alinan kan
orneklerinin genomik DNA’larinin izole edilmesin@rdindan ARMS yodntemi il¢-
talasemi mutasyon tipleri saptargtm. Mutasyon sonuglari incelergiinde; 23 allelin
IVS 1-110, 13 allelin IVS 1-1, 9 allelin IVS I-6, @llelin IVS 1I-1, 8 allelin Cd39 ve 6
allelin IVS 11-745 mutasyonlarini igcergii gozlenmgtir. Ayrica 13 olgunun homozigot,
3 olgunun da cift heterozigot 6zellik gostgyidiespit edilmstir. Bu olgularin mutasyon

tipleri Cizelge 7’de gdsterildi gibidir.

Cizelge 7. Olgularin ARMS ydntemi sonucunda eldiéead-talasemi mutasyon tipleri

No Isim Mutasyon Tipi

1 A.D. IVS 1-110/1VS 1-110
2 ZA. Cd39/Cd39

3 B.M. IVSI-1/N

4 D.K. IVS1-6 /N

5 S.K. IVSII-1/N

6 O.K. IVS 1I-745 /' N

7 F.A. IVS1-110 /N

8 T.C. IVSI-110/N

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

10 I.K. IVS1-6 /N

11 B.C IVSII-1 /N

12 T.A. IVSII-1/N

13 Z.B. Cd39/N

14 M.K. IVSI-110 /N

15 N.K. IVSI-110 /N

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

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

26 C.K. IVSI-1/N

27 H.K. IVSII-1/N

28 G.K. Cd39/N

29 M.B. IVSI1I-1/1IVS 1I-1
30 O.A. IVSII-1/N

31 M.E. Cd39/N

32 C.K. IVS 1-110/ N

33 F.G. IVSI-1/N

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

37 H.A. IVS1-6 /N

38 C.G. IVSI-6 /N

39 T.E. Cd39/N

40 A.G. IVSI-1/N

41 N.S. IVS 1-110/ IVS 1-6
42 F.S. IVS1-110/N

43 Z.A. IVS1-110 /N

44 S.E. IVSI-110/N

45 S.B. Cd39/Cd39

46 H.B. IVSI-1/N

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

49 S.Y. IVS 1I-745 | N

50 A.S. IVSI-1/N

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

52 S.Y. IVS 1I-745 / IVS 11-745

IVS 1-110 ve IVS I-1 mutasyon taramalari icin ARM®ntemi ile yapilan
amplifikasyonun %2’lik agaroz jeldeki goruntrfakil 9 ve 10’da gosterilrgiir. IVS |-
1 mutasyonu igin yapilan amplifikasyon kontroliniis 1-110 mutasyonuna gore daha

zayif oldysu gozlenmgtir.

Sekil 9. IVS 1-110 mutasyon taramasi icin ARMS ydntdle yapilan amplifikasyonun %2’lik agaroz
jeldeki gérunimu. 1- Heterozigot drnek, 2- Hetégok 6rnek, 3- Homozigot mutant 6rnek, 4- Negatif

kontrol, 5- Pozitif kontrol; M: mutant, N: normal
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Sekil 10. IVS I-1 mutasyon taramasi icin ARMS yonteita yapilan amplifikasyonun %2’lik agaroz
jeldeki gérinimi. 1- Homozigot mutant drnek, 2- hléfgkontrol, 3- Pozitif kontrol; M: mutant, N:
Normal

Calismanin ikinci @amasinda izole edilen DNA drnekleri mikroarray &iatin
mikroarray primerleri ile tekrar amplifiye edilgtir. Amplifikasyonu takiben
saflatirilan érnekler mikroarray yonteminde kullaniimégkere hazir hale getirilgive
mikroarray ile mutasyon taramasi yapgtmi

Mikroarray analizi icin Nanogeffi-Talasemi kiti kullaniimgtir. Kit icerisinde
toplam 8 farkli mutasyona 6zgu (IVS 1-110, Cd39SIV1, IVS II-1, IVS 1-6, IVS II-
745, Cd6, -87) prob ve sabitleyici bulunmaktadier Hbir mutasyon igin ayri ayri
okutma yapilarak mutasyonlar tespit edgtini(Her mutasyon icin mutlaka bir kontrol
ornezi belirlenmistir).

Amplifikasyon sonucu elde edilen biyotigaretli amplikonlar ¢ip tizerinde tek
bir ped uzerine adreslengtir. Amplikonlarin karetleyiciler yardimi ile hibridize
edilmesinin ardindan cip yuzeyi ikili lazer sistemni kullanimi ile taranngtir. Her bir
mutasyon, normal allele komplementer olan bir pgobkraber mutasyonlu diziye
komplementer olan bir probun kullanimi ile tespdilmistir. Her bir prob farkli bir
floresan ile saretlendgi icin iki farkli dalga boyundaki floresan ganlugu dlgulerek
her bir 6rngin genotipinin belirlenmesi mimkun olstur.

Olgularin DNA mikroarray analiz sonuglari incelegidde; 23 allelin IVS 1-110,
13 allelin IVS I-1, 9 allelin IVS 1-6, 9 allelin 18 11-1, 8 allelin Cd39 ve 6 allelin IVS II-
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745 mutasyonlarini gedig belirlenmitir. Ayrica 13 olgunun homozigot, 3 olgunun da
cift heterozigot 6zellik gostergii tespit edilmgtir. Elde edilen sonuclar Cizelge 8'de
gosterildgi gibidir. Mikroarray ile yapilan mutasyon taramasnucunda hicbir olguda
Cd6 ve -87 mutasyonlari tespit edilmegtmi Oligo-mix 1 ve oligo-mix 2 ile yapilan
amplifikasyon kontrolinin %2’lik agaroz jel goruntngekil 11 ve Sekil 12'de

gosterilmitir.

Cizelge 8. Olgularin mikroarray cgiinasi sonucu elde edil@atalasemi mutasyon tipleri

No Isim Mutasyon Tipi

1 A.D. IVS 1-110/1VS 1-110
2 ZA. Cd39/Cd39

3 B.M. IVSI-1/N

4 D.K. IVS1-6 /N

5 S.K. IVSII-1/N

6 O.K. IVS 1I-745 /' N

7 F.A. IVS1-110 /N

8 T.C. IVS[-110/N

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

10 I.K. IVS1-6 /N

11 B.C. IVSII-1/N

12 T.A. IVSII-1/N

13 Z.B. Cd39/N

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

26 C.K. IVSI-1/N

27 H.K. IVSII-1/N

28 G.K. Cd39/N

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

31 M.E. Cd39/N

32 C.K. IVS 1-110/ N

33 F.G. IVSI-1/N

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

37 H.A. IVSI-6 /N

38 C.G. IVSI-6 /N

39 T.E. Cd39/N

40 A.G. IVSI-1/N

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

43 Z.A. IVSI-110 /N

44 S.E. IVSI-110/N

45 S.B. Cd39/Cd39

46 H.B. IVSI-1/N

a7 A.S. IVS 1-110/ N

48 D.B. IVSI-1/N

49 S.Y. IVS 1I-745 /' N

50 A.S. IVSI-1/N

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

52 S.Y. IVS 1I-745 / IVS 11-745
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Sekil 11. Oligo-mix 1 ile yapilan amplifikasyon kaotiiniin %2’lik agaroz jel gérinimi. 1- Belirtec;
2,3,4,5,6,7,8,9,10,11- amplifiye olan 6érnekler
Belirteg olarak Hinf | kullanilmgtir
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Sekil 12. Oligo-mix 2 ile yapilan amplifikasyon kontrolinin2k agaroz jel gorinimui. 1- Belirteg;
2,3,4,5,6,7,8,9,10- amplifiye olan drnekler
Belirtec olarak Hinf | kullanilmgtir
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Pirifikasyonu takiben yapilan DNA mikroarray anatjeafikleri Sekil 13 ve
14’de gosterilmitir.
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Sekil 13. IVS 1-110 i¢in yapilan mikroarray analirafjgi. 1 ve 16: Homozigot mutant 6rnekler; 2, 3, 4,
5,6,9, 10,11, 12, 13, 17, 18, 19: Homozigot rairdmnekler; 8, 14, 15, 20: Heterozigot érnekler
(7 numarali 6rnek kontrol olarak kullanilgtir)
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Sekil 14.1VS I-1 icin yapilan mikroarray analiz grgfi 17: Homozigot mutant 6rnek; 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8,
10,11, 12, 13, 14, 15, 16, 18, 19, 20: Homozigwitmal drnekler; 9: Heterozigot érnek
(3 numarali 6rnek kontrol olarak kullanilstir)
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Calismamizda, DNA mikroarray yonteminigrtalasemi prenatal tanisinda rutin
uygulamaya gecirilebilmesi amaci ile yontem skastiriimasi yapilmgtir. p-talasemi
molekdiler tanisinda kullanilan klasik yontemler&A mikroarray yontemi ile yapilan
analizler sonucunda belirlenen 8 mutasyona ait sédlgilari Cizelge 9'da gosterilgtir.
Teorikte yontemler arasinda fark olmgdg6zlemlenmesine gmen pratikte DNA
mikroarray yonteminin klasik yontemlere oranla cokiylk avantajlar sgadig
belirlenmitir.

Laboratuvarlarda kullanilacak olan yontemlerin secduyulan ihtiyaca gore
yapiimaktadir. En iyi yontem kendisinden beklenletiyaclarin tumuna karayandir.
Yontem secimini etkileyen faktorler; yontemin toplamaliyeti (yatirrm maliyeti, sarf
malzemesi ve reaktif maliyetleri), uygulamadaki tiradzellikler (numune turl ve
hacmi, yontemin prensibi v.b), yontemin analitikrfpemans o6zellikleri (dgrulugu,
spesifikligi) ve yontemin tibbi yarari ($bisteki hassasiyeti); goz online algpdda
DNA mikroarray yonteminin prenatal tanidagkeyaca yarar ortaya cikmaktadir.
DNA mikroarray yontemi hem ullkemize ve hastalargedimaliyetin azaltilmasi hem
de hizli ve daha givenilir sonug verilebilmesi aqdan gerek duyulan ihtiyaci tumuyle
kargilamaktadif®.

Cizelge 9. Mutasyonlara ait allel sayilari

Mutasyonlar Klasik Yontemler DNA Mikroarray
(Allel sayist) (Allel sayisi)
IVS 1-110 23 23
IVS I-1 13 13
IVS I-6 9 9
IVS II-1 9 9
Cd 39 8 8
IVS [I-745 6 6
Cd6 - -
-87 - -
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5. TARTISMA

Talasemi, dinya populasyonunun oldukca gemr kismini etkileyen temel
monojenik hastaliklardan biridft p globin gen ekspresyonunu azaltan ya da tamamen
ortadan kaldiran mutasyonlar sonucusolaktadif? Ulkemiz, csitli etnik gruplari
birarada icermesinden dolay talasemi prevalansi v talasemi mutasyonlarinin
dasilimi farkli bolgelere goére gélilik gostermektedi?®. Diinyada yaygin olarak
gorulen bu kalitsal kan hasgaha Turkiye'de en sik rastlanilan yérenin Cukurova
bdlgesi oldgu casitli yayinlarda belirtilmistir®°°

B talasemi majorde genetik hasarggoluklap globin geninin her iki allelinde
de meydana gelen nokta mutasyonlarindan kaynakktadha  talasemili bebekler
genellikle salikli dogmakta ve 3-6 aya kadar @l kalmaktadirla?® ™ Sonraki
donemlerde bu bireylerde diizenli kan transfizyoenekfiren gir bir anemi geimekte
ve daha ileri donemlerde de dengelasyon tedavisi uygulanmasi gerekmektedir.
Etkilenmis  kisiler genellikle yaamlarinin  Ug¢lUncl  evresinde  hayatlarini
kaybetmektedirler. Talasemi, tedavi maliyeti oldakgiksek bir hastalik olup bir
talasemi hastasinin yillik maliyetinin 10.000 $azinda oldgu tahmin edilmektedif.
Ayrica hastafia ait semptomlar ve tedavi sireci de aileler vamnlsosyal ygamlari
iizerinde zihinsel, fiziksel ve ekonomik acidan cdumbir etki yaratmaktadi

Talasemi hakkindaki yetersiz bilgi vgigmsizlik bu hastakkin dinya capinda
yayllmasina neden olngiwr. Bu nedenlesu anda bircok Ulkede ciftlere gebelik
Oncesinde ya da klangicinda sgik kontrolinden gecmeleri Onerilmektedir.
Talaseminin analizi ve izlenmesinde etkili ve ekarlotekniklerin gelstirilmesi amaci
ile yapilan girsimler 6zellikle hastafiin yaygin oldgu tlkelerde 6nem tamaktadif?.
Hastalgin yayillmasinin kontrolii populasyon izlenmesi vesiytailara genetik
dansmanlik verilmesi ile sglanmakla birlikte, en etkili yol prenatal tani alggs ile
talasemili cocuk dgumunun énlenmesidi.

B-talasemi Turkiye’de de onemli bir @&k sorunu olgturmaktadir. Akraba
evliliklerinin sikligi ve d@um hizinin yiksekii, ilkemizde beklenilenin de tGzerinfle
talasemili cocuk dgmasina neden olmaktadir. Bu nedenle molekiler vandgum
oncesi erken tani (prenatal tani) riskli ailelén igiiyiik 5Snem tamaktadf.
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Talaseminin Turkiye'deki en yaygin tek gen hasddugunun anlalmasindan
bu yana hastain molekiler temelinin anggmasi amaci ile bircok cama
yapilmstir'™"® Giiniimiizde talasemilerin takibi ve tanisinda P&Reline dayali olan
bircok klasik molekiiler yéntem kullaniimaktatlit. Bu yontemleri iki sinifa ayirmak
mumkandur;  bilinen  mutasyonlarin  analizinde  kullani  yontemler ve
bilinen/bilinmeyen mutasyonlarin analizinde kullan yontemler. Birinci sinifta
ARMS, RFLP, yuksek dansiteli oligonukleotid probabdm (mikroarray), dot-blot
analizi ve reverse dot-blot analizi yontemleri sayilir. Diger sinif ise DGGE, dHPLC,
TGCE gibi yontemlerle yapilan heteroduplex analmanuel ve otomatik dizi analizi
yontemlerini iceri? "> Bu yontemler, gendeki mutasyonlar hakkinda dethifi
edinmemizi sglayan DNA teknolojisini kullanan avantajli teknikéér’?. p-talasemi
molekdler tanisinda; IVS 1-110, IVS I-1, IVS IIHYS 1-6, IVS 11-745, Cd 39, Cd 8,
Fsc 8/9, -30 gibi mutasyonlara bakilmakt&tit 8-

Turkiye'de Yilmaz ve arkagdkri tarafindan yapilan bir cafnada 35 talasemili
olgu incelenmi ve ARMS ydntemi ile yapilan mutasyon analizlernsounda IVS |-
110 mutasyonu en yuksek oranda (%32,85) gozigimniBunu izleyen mutasyonlar ise
IVS -6 (%7,14), IVS I-1 (%7,14) ve IVS 11-745 (928) olarak rapor edilngiir™*.

Yuregir ve arkadglari tarafindan yapilan camada Cukurova’nin ¢ ilinde
(Hatay, Adanajcel) toplam 7444 ki taranms ve beta talasemi sikh sirasiyla %5,7,
%1,8 ve %3,3 olarak bulunrmgtur. Yine ayni ¢calma ile mutasyon sikliklari; IVS 1-110
(%54,6), IVS I-1 (%9,4), Cd39 (%8,7), IVS 1-6 (%4, FrCd8 (%3,5), IVS II-1 (%2,7),
-30 (%2,4), IVS 1I-745 (%1,9), Cd76 (%0,8), FrCd3B/(%0.4) olarak bulunngtur.
Orneklerin %10,9'nun ise mutasyonlari belirlenemginfy.

Tadmouri ve arkaddari Turkiye'nin bolgelerindeki mutasyon ghBminin
belirlenmesi amaci ile yaptiklari cgahalarinda yine Turkiye'de en yaygin olarak
gorilen mutasyonun IVS [-110 olglunu ve bunu IVS 1-6, Cd 8, IVS I-1, IVS 1I-745,
IVS II-1, Cd 39, -30 ve Fsc 5 mutasyonlarinin izigd belirlemislerdir. Yine ayni
calsmada IVS 1-110 mutasyonunun bolgelere gorgildainin; Marmara bdlgesinde
%34,1, Ege ve Akdeniz bolgesinde %42,4, Anadolumankezinde %52,3, glineybati
Anadolu'da %26,4, Karadeniz bdlgesinde %31,0 ve Aaadolu'da %27,1 oldiwnu
tespit etmglerdir'.
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Setianingsih ve arkaglari Endonezya'da yaptiklari bir gaha ile ARMS ve
ACRS tekniklerini kullanarak daha dnceden Endoneggpilasyonunda belirlengi
olan 7 mutasyonu (IVS I-5, IVS I-1, IVS 1I-654, Gd-42, Cd 15, Cd 8-9 ve Cd 26)
taramglardir. En yiksek oranda gérulen mutasyonun Cd%89) olup bunu IVS I-5
(%19) ve Cd 35 (%8) mutasyonlarinin izlgdi, diger mutasyonlarin frekansinin ise
%1-4 arasinda gestigini rapor etmglerdir®.

Baysal ve arkaddari Birlesik Arap Emirlikleri'nde yaptiklari cagmada PCR’a
dayali DNA tani tekniklerini kullanarak 626 kromamoincelemgler ve mutasyon
frekanslarini IVS I-5 (%47,6), HbS (%21,9), -25dd (%6,2), Cd 8/9 (%4,3), IVS 1I-1
(%2,9), Cd 8 (%1,9) olarak tespit eterdir’,

Turkiye'de prenatal tani amaci ile yapilan biriggahda 140 kromozom
incelenmg ve mutasyon frekanslarn IVS 1-110 (%37,15), IVS6 e IVS I-1 (%7,15),
Cd 39 (%6,43), Fsc 8 ve IVS II-1 (%5,71) ve IVS/U5 (%3,57), Fsc 5 (%2,86) olarak
belirlenmg ve diger mutasyonlarin frekanslarinin %2'den dahalkitolduzu rapor
edilmistir®*,

Curuk ve arkadgari tarafindan Cukurova bélgesi'nde yapilangahda ARMS
ve DNA dizi analizi yontemleri kullanilarak mutasy¢aramasi yapilmive mutasyon
frekanslar; IVS 1-110 (%57,3), IVS 1-1 (%8,3), G9 (%6, 4), IVS I-6 (%5,7), Cd 8
(%5,7), -30 (%4,7), IVS II-1 (%3,4), IVS 1I-745 (%@ ve CD 5 (%1,1) olarak
bulunmutur®™.

B-talasemili olgularla yaptimiz calsmamizda hem klasik yéntemlerle (ARMS)
hem de DNA mikroarray yontemi ile mutasyon taramapilims ve her iki yontemle
de mutasyon frekanslari IVS [-110 (%22,11), IVS (9412,50), IVS 1-6 (%8,65), IVS
[1-1 (%8,65), Cd 39 (%7,69) ve IVS II-745 (%5,78a@k tespit edilngtir. Cd 6 ve -87
mutasyonlarina ise hicbir olguda rastlanmgmiTurkiye'de yapilan @er calsmalarda
oldugu gibi bizim calgmamizda en yiksek oranda godzlenen mutasyonun INt$0I-
oldugu belirlenmgtir. Diger mutasyonlarin ise bdlgeye gore farkliliklar gddii
gorulmektedir. ARMS yontemi kullanilarak yagimiz mutasyon tarama cghamiz
(DNA izolasyon aamasi harig) yakkak 5 guinde tamamlangtir.

B-talasemi, DNA duzeyinde atarilan ilk genetik hastaliklar arasinda olmasina
ragmen pB-globin genindeki mutasyonlarin belirlenmesi halémllanissiz  drnek

manuplasyonu gerektiren zaman alici yontemlere rdagéitadir. Bu durum kismen
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hastalgin farkli etnik gruplar arasindag#ilik gostermesine bglanabilir. Bu da tanisal
stratejilerin gemesine engel olmaktadir Bilindigi gibi B-talasemide erken ghis ve
tani blyik 6nem tamaktadir. Bu nedenle populasyon taramalarindayitalarin
belirlenmesi ve riskli giftlere doum 6ncesi erken tani uygulanmasinda hizli, ekonomik
ve kolay uygulanabilen yontemler 6n plana c¢ikmaktadinimuizdep-talasemi
tanisinda kullanilan klasik yontemlerle kesin veraiilir sonuclar elde edilmektedir.
Ancak dgum o6ncesi erken tani s6z konusu olan durumlard& @jplumu gibi bircok
mutasyon olasi olan toplumlarda bu yontemleri zaman baskisnd#i uygulamak
kolay deildir’®. Bu nedenle tedaviye cevabin ve hagtaliilerlemesinin 6nceden
belirlenmesi ve en 6nemlisi tedavi icin yeni hedefi bulunmasinda mikroarray'ler
buyik 6nem tamaktadit™.

Molekuler tani, DNA ve RNA analizleri igin oldukgderi teknolojilerin
gelismesi ile devrime gramstir. En 6nemli dgisimlerden biri de; mikroelektroniklerin
mikrocipe dayall nukleik asit teknolojileri ile hiitlesmesidir. Bu mikrosistemlerin
spesifik 0Ozellgi; bir molekiler tani prosedirinin mimkin olan hsgamasini
minyatiire ve otomatize etmesidir Son yillarda bircok farkli mikroarray teknolojisi
gelismistir. Bunlar; gen ekspresyonu, genotipleme \ieeduygulamalarda kullaniimaya
baslanmstir. Mikroelektronik yontemler (mikroarray) pasifbnidizasyon tekniklerine
ait bircok problemin Ustesinden gelebilen yikselgrenansli hibridizasyon
sgglamaktadir. Bu aktif mikroelektronik cihazlar mileway yuzeyindeki yukla
DNA/RNA molekullerinin hizli ve kontrol edilebilertasinimini s&layan elektrik
alanlarinin Uretilmesi yetepme sahiptir. Ayrica test boélgesinde prob/hedef DINA
toplanmasini gdayarak DNA hibridizasyon oranini arttirma 0Ozglie de sahiptirler.
Test bdlgesindeki elektrik alaninin tersine donmegktronik bir direng etkisi
yaratmaktadir. Bu da hibridizasyonun spesifitediiytik ©6lctide arttirarak nokta
mutasyonlari ve SNP’lerin ayirim yetegi arttirmaktadit®.

Tek bir calgma ile ylzlerce ya da binlerce SNP’ins ezamanli
genotiplendirilmesi son yillarda ggfis bir teknolojidi®. Bu gelsmis platform
(NanoChip Molecular Biology Workstation) bir giind@0 6rnek (4 ¢ip) tarama imkani
sgilayan tamamen otomatize bir cihaZ8iNanoChip Molecular Biology Workstation,
kendine ait bir mikrocip kartw kullanmaktadir. Bu kartu elektronik olarak

adreslenebilen 100 bolge icermekté¥ir Bu bélgelerde belirlenmi test alanlari
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Uzerindeki biyotinli molekullerin aktif depolanmasi ve toplanmasina olanak
sgglamaktadir. Daha sonra her bir ped tzerindeki DNé&;mal veya mutant dizilere
komplementer olan spesifik oligonikleotid problde (Cy3 ve Cy5 boyalan ile
isaretlenmg) hibridize edilir. Cip ylzeyi goruntulenir, floras sinyaller taranir, izlenir
ve oldukca gefimis sayisal gorintileme yontemleri ile sgelendirilir®. Bu
teknolojinin en 6nemli yarari; yontemin tasarimwolanak sglayan yiksek esneklik
ozelligidir*®®. Sistemin esneldi ayni cip tizerinde farkli icerikte, uzunlukta vienlyasal
kompozisyondaki ggtli problarin ayni anda kullanimina olanalgksanasidit®.

Jel elektroforezi, RFLP, pasif prob hibridizasyowet DNA dizi analizi gibi
yontemler mutasyon belirlenmesinde standart yordenolarak kabul edilmelerine
ragmen zaman alici ve zahmetli yontemleftirGiincel yéntemlerle kautastirildiginda
NanoChip sisteminin kullaniminin zaman tasarrufu baesitligi agisindan avantaj
saladigl yapilan cakmalarla ispatlanngtir. Hem ¢o6zelti maliyeti hem de etkili ¢cgna
zamani acisindan kaliastirildiginda klasik yontemlerin elektronik ¢ip yontemind&n
kat daha pahal olgw gosterilmgtir. Bunun ana sebebi de daha fazlasga& zamani
gerektirmesi ile agiklanmaktadfif.

Nanochip sistemi oldukca cazip olmasingman cihazirgu anki maliyeti birgcok
laboratuvar icin pahali olmaktadir. Ancak sistemrukduktan sonra sadece rutin
molekuler tani cagmalari icin dgil yeni testlerin hizh ve kolay birsekilde
gelistirilebilmesi icin de oldukca kullagiidir*®.

Yapilan cakmalarda oldgu gibi bizim calgmamizda da analiz maliyetinin
azaltiimasi icin bir evrensel oligonukleotidaretleyici sistemi dizayn edilgive
uygulanmgtir. Bu sistemde normal ve mutansaietleyiciler floresan boyalarla
isaretlenmek yerinesaretlenmg evrensel garetleyici dizeye koplementer olan bir dize
ile uzatilmstir. Boylece sadece bir ¢ift floresan oligontkldaoti kullaniimasi ile
ilgilenilen her bir mutasyona 6zgu, 6zgul Cy3 ve¢y5 isaretli oligonukleotid
kullanimi ihtiyacindan sakinilarak her bir olasiFBIN varliginin agik¢a belirlenmesi
sazlanmstir'®,

Foglieni ve arkadgari Nanogen Workstation mikroarray cihazi ile ykiair
calismalarinda sik rastlanan Btalasemi mutasyonunu (Cd39€T, IVS 1-110G-A,
IVS 1-1G-A, IVS 1-6T—C, IVS 2-745C-~G, Cd6delA, -876-G, IVS 2-1G-A ve

Cd8delAA) taramglardir. Calsmayi, o©nceden der yontemlerle (allel-spesifik
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hibridizasyon (dot blot ve reverse dot blot), ARMSELP, DGGE ve dizi analizi)
genotipi belirlenmi olan 250 DNA 6rngi lzerinde denemgive daha sonra multiplex
PCR yaparak cipin test ylzeyi Uzerinde aynisgad ile 9 mutasyonun timund analiz
etmislerdir. Sinyal alinamayan orneklerin nedenini aiffidisyonun yetersiz veya az
olmasi ya da purifikasyon sirasinda érneklerin leaylmesi ile agiklanglardir. Toplam
700 ornek ile yaptiklari c¢amada; bu aclk ve esnek yontemin her bigraék
bolgedeki mutasyonlarin bolgesel yaygimia goére tasarlanabilegie gorisiine
varmslardir. Ayrica dunyanin ger bolgelerindekip-talasemiye neden olan geir
mutasyonlari da icerecakkilde diizenlenebilegini de belirtmilerdir®.

Bizim calsmamizda da 6rneklerin %8,65’'inden sinyal alinamgamiBu durum
saflgtirma sleminin dizgin yapilamamiolabilecgine ba&lanmg ve 6rnekler tekrar
saflgtirilarak mikroarray ile analiz edilglerdir. Analiz sonucunda tim 0Orneklerden
dogru sonuclar elde edilebilmtir.

Cin’de Bang-Ce ve arkaglari tarafindan yapilan cainada, talasemi mutasyon
tipleri 6nceden belirlenmi olan 1880 kiinin mikroarray yontemi ile tekrar
mutasyonlar taranmive yapilan molekiler analizler sonucunda yine agatastonlar
tespit edilmgtir. Sonuglar, mikroarray yonteminin gen Uzerindekek-baz
degisimlerinin ayiriminda mikemmel bir yontem oftlinu acikca gosterstir. Ayrica
insan genomik DNA’sindaki homozigot ve heterozigaitasyonlarin belirlenmesi ve
ayriimasinda da oldukca gzl bir yontem oldgu tespit edilmitir. Bang-Ce ve
arkadalari bu sonuglara dayanarak mikroarray yonteminiapipasyon izleme
calismalari icin uygun bir teknik oldiu kanisina varrgiardirt®®

Santacroce ve arkagar klinik olarak ilgili genler (faktor VII,3-globin ve RET
protoonkogen) tzerinde yaptiklar gatiada SNP’lerin belirlenmesi amaci ile Nanogen
Molecular Workstation mikroelektronik DNA ¢ip cihaz kullanmglardir. Yaklagik
950 ornek (faktor VII geni icin 331 6rnelg-globin geni icin 604 6rnek ve RET
protoonkogen icin 15 6rnek) ile yapilan gaiada ilk olarak tim 6rnekleri dizi analizi,
allel-spesifik PCR, RFLP gibi g#li yontemler kullanilarak genotiplendirgierdir.
Ardindan mikroelektronik ¢ip yontemi ile de anaéttikleri 6rneklerin timinde ger
genotipleme yontemleri ile belirlenen sonuclari eelétmglerdir. Santacroce ve
arkadalarinin bu ¢camasindg3-globin geninde yapilan analizde IVS [-3A, IVS I-
6T—C ve IVS I-1G-A mutasyonlari incelenmtir’®> Calsma sonucunda bu
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yontemin IVS I-1 ve IVS I-6 i¢in heterozigot olamn&kleri acik birsekilde ayirt ettgi
tespit edilmgtir. Ayrica IVS 11-1 olan drnekleri de normal gergit 6rneklerden ayirt
edebildgini gostermglerdir. Tam orneklerden elde edilen sonuglar geksel
yontemlerle elde edilen genotiplerle %100 uyumldmaglardir. Yapilan cabmada
orneklerin  %8-12'den sinyal alamagtardir. Bu durumu o6rneklerin  dizgin
hazirlanmany olabilecgine ya da PCR drUnlerinin  miktarinin  yetergizie
baglamslardir. Bu drnekleri tekrar safifirarak tekrar mikroarray ile analiz ettiklerinde
bazi orneklerden tekrar edilen analiz sonucundgrudcsonuglar tespit edilirken
bazilarindan yine sinyal alinamatm. Santacroce ve arkadar yaptiklari bu
calismada tim analitik @amalarin (PCR UrUnlerinin yuklenmesi, prob hibradigonu,
yikama ve hibrid belirlenmesi) 4-6 saatte tamamignd (~2 saatlik amplifikasyon
suresi dginda) belirtmglerdir. En zaman alici samanin ise biyotinlenmi PCR
irinlerinin ped tizerine adreslenmesi (~3,5 sadtjgohu belirtmilerdir'®2

Toplam 52 drnekle yaf@imiz calsmamizda klasik ARMS yéntemi kullanilarak
yapilan mutasyon tarama gahas! yaklaik 5 ginde (DNA izolasyonsamasi haric)
tamamlanirken DNA mikroarray ile yapilan tarama igaasi tum gamalar
(amplifikasyon, saflgtirma, yikleme, okutma ve analiz) dahil olmak Uzéf8& saatte
tamamlanmtir.

Sonu¢ olarak; Cukurova bdlgesinde yaygin olarakilgdor p-talaseminin
molekiler tanisinda DNA mikroarray yonteminin kallanasinin klasik yontemlere
oranla hem zaman tasarrufugkemasi hem de topluma ve hastaya olan maliyeti
azaltmasi, %2100 guvenilirlikle cammasi ve tekrarlanabiligiinin yiksek olgu
acisindan blyuk bir avantaj gayacal gorGsiine variimgtir. Ayrica daha ileri
calismalarla prob tasarimi ve uretiminin de yapilarak kmnuda patent alinmasi da
hedeflenmektedir.
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6. SONUCLAR

1. Calsma toplam 52 olgu ile gercekt&ilmistir. Molekuler analizler
cercevesinde; klasik atakmalarda kullanilan ARMS ydntemi ve molekuler ianyeni
bir teknoloji olan DNA mikroarray yontemi kullanrik olgularinf-talasemi mutasyon
tipleri belirlenmitir.

2. B-talasemi’nin molekuler tanisinda rutin olarak kallan ARMS y6ntemi ile
yapilan analizler sonucun@3 allelin IVS 1-110, 13 allelin IVS I-1, 9 allelitvVS -6, 9
allelin IVS II-1, 8 allelin Cd39 ve 6 allelin IVS-I745 mutasyonunu icerglisaptanirken
Cd6 ve -87 mutasyonlarina hicbir olguda rastlanrgamDNA mikroarray ile yapilan
analizler sonucunda da olgularda ayni mutasyoekpit edilmg olup 23 allelin IVS I-
110, 13 allelin IVS I-1, 9 allelin IVS I-6, 9 alial IVS 1I-1, 8 allelin Cd39, 6 allelin IVS
[I-745 mutasyonunu tadigl bulunmutur. Ayni sekilde Cd6 ve -87 mutasyonlari higbir
olguda g6zlenmenmiir. Bu ¢calsma kapsaminda her iki yontemle de ayni sonuclar eld
edilmis olmasina rgmen B-talasemi molekiler tanisinda kullanilan klasik ABM
yontemine oranla DNA mikroarray yonteminde sonuctiaha kisa slrede elde

edilmistir. Ayrica tek seferde tim 6rnekleri galbilme imkani da sdanmstir.

3. B-talasemi mutasyonlarinin molekiler dizeyde incakesi, hastafin
onlenmesinde ve prenatal tanisinda blyiuk énemméktadir. Bu nedenle hassas ve
guvenilir tanisal yontemlerin kullaniimasi gerekreekr. Her ne kadar gunumuzde
kullaniimakta olan klasik molekiler yontemler bdiyhca cevap vermekte ise de son
yillarda gelgtirilen DNA mikroarray teknolojisi tanida buylk boleser kazanmaya
baslamistir. Yontem hem c¢ok sayida ofti@yni anda ¢cagma imkani sglamasi hem de
%100 guvenilirlikle sonu¢ vermesi bakimindan dahangjlidir. Ayrica DNA
mikroarray yonteminin kullaniimasi ile hastalaratepluma olan maliyet de azaltilgni
olmaktadir. Bu durunf-talasemi prenatal tanisinda oldukca buyldk bir Oriegkil
etmektedir. Bu nedenle Cukurova bdlgesinde yaydarak gorilen bu hastgin
molekiler tanisinda DNA mikroarray yonteminin kuallnasinin buyidk bir avantaj

sglayacal goristne varilmgtir.
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