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KULLANARAK BETA TALASSEMIDE BAZI NOKTA
MUTASYONLARIN ARASTIRILMASI

INVESTIGATION OF SOME POINT MUTATIONS IN BETA
THALASSEMIA PATIENTS BY GENE AMPLIFICATION AND
SYNTHETIC OLIGONUCLEOTIDE PROBE HYBRIDIZATION

METHODS
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SUMMARY

I this study, the DNAs of one healthy individual and nine patients with anemia or
s Lhalassemia were analized to detect some of the point mutations which may cause

thalassemia.

~ I'he DNA was isolated from approximately 5 ml of blood and 0.5 mg of that DNA was
1 od in a reaction mixture containing primers bordering the related area in the 8-
gubin geno, deoxyribonucleotides (ANTPs), and taq polymerase enzyme. The amplification
‘was done by 26 subsequent cycles consisting of denaturation at 95°C for one minute, prim-
## hybridization at 55°C for one minyte, and primer extention at 72°C for three minutes.
Amplifiod DNA samples were transferred onto nylon membrane at equal amounts after
(e sonoentrations were adjusted by agarose gel electrophoresis, and hybridized with four
ilsrent 19 nucleotide (nt) long synthetic oligonucleotide probes containing point muta-
s, which were labelled with 32DJATP at 5' ends. It was found that three patients had
4A st IVS-1 nt 1, two patients had T—C at IVS -1 nt 6, and one patient had C—A point
tlon at exon 2 codon 39. Since each of these six samples were hybridized both with
wormal and mutant probes, they were identified to be heterozygote for these muta-
. None of the samples showed G—A mutation at IVS-1 nt 110. Normal (healthy) sam-
hybridized with only normal probes and did not hybridize with any of the mutant

OzET

By galigmada, bir saghkh goniilli ve dokuz anemili veya beta talassemili hastanin
m winda, beta talassemiye neden olan bazi mutasyonlarin bulunup bulunmadig ince-
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Yaklagik 5 ml kan érneginden elde edilen DNA nin 0,5 pg" 8-globin geninin ilgili
bolgesini sinirlayan primerler, deoksiribontikleotidler (dNTP), taq polimeraz enzimi igeren
bir reaksiyon karigim iginde, 95°C de bir dakika denatiirasyon, 55°C de bir dakika hibrid-
izasyon (primer eglegmesi), ve 72°C de ¢ dakika primer zincir uzamasin igeren 26
dongulik igleme tabi tutularak amplifiye edildi. Amplifiye DNA srnekleri agaroz gel elek-
troforezi ile konsantrasyon ayarlamalan yapildiktan sonra esit miktarlarda naylon mem-
bran tzerine gegirilerek 5' ucundan 32PdATP ile igaretlenmig mutasyon igeren bélgelere
6zgd 19 nukleotidlik (nt) dért ayn sentetik oligoniikleotid problan ile hibridizasyona sokul-
du. Hastalarn tgtinde IVS-1 nt 1 de G—A, ikisinde IVS-1 nt 6 da T—C, ve birinde 2 inel
eksonda kodon 39 da C—A nokta metasyonlarninin bulundugu saptandi. Bu alt1 Srnegin
her biri hem normal ve hem de mutant problar ile hibridize olduklan igin 6rneklerin bu
mutasyonlar igin heretozigot olduklan tanis: kondu. IVS-1 nt 110 da GoA hig bir hastada
rastlanmadi. Normal (saghkh) 8rnek, biitiin normal problar ile hidridize olup hig bir mu-
tant ile hibridize olmad. '

GIRIS

Son yillarda, bir ¢ok hastaliklarin molekiiler yapis1 rekombinant
DNA teknolojisinin uygulanmas: ile agikhga kavusmustur (1). Genetik
hastahklarla ilgili olarak, 5zellikle DNA nin polimorfik yapilarinin tayi-
ni, prenatal teshis igin ¢ok kiymetli klinik bilgiler temin etmemize
yardimel olmugtur (2-6).

Kromozomal mutasyonlarin saptanmasinda en biiyiik ilerleme, ilk
olarak Saiki ve arkadaglan tarafindan tarif edilen, gen amplifikasyonu-
nun bagan ile uygulanmasi ile elde edilmistir (7). Bu yontem sayesinde, |
spesifik DNA dizileri, selektif olarak zenginlestirilerek, genlerde dizilerin
degiskenligi (7-9), ve kromozomal diizenlemelerin incelenmesi (10), geno-
mik niikleotid dizilerinin yiiksek verimlilikte klonlanmasi (11), ve mito-
kondrial ve genomik DNA dizilerinin tayin edilmesi (12-16), miimkiin ol-
maktadir.

Tiirk toplumunda, B-talassemiye neden olan mutasyonlarin
aragtinlmasi ile ilgili galigmalar, en sik rastlanan B8 - talassemik allelin
B* IVS-1 nt 110 da G—A mutasyonu oldugunu gostermektedir (17-18).

Bu ¢aligmada, anemili ve B-talassemili 9 hasta ile bir saghkh
gonilli kiginin kromozomlarinda gen amplifikasyonu ve normal ve mu-
tant sentetik oligoniikleotid problar ile hibridizasyon yoéntemleri kul-
lanilarak bazi nokta mutasyonlarin bulunup bulunmadiklar
aragtinnlmigtir.
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. MATERYAL VE METOD

l

(Juligmada kullamlan kan srneklerinin alindigh olgularin hematol-
Ik vo klinik bulgulan tablo-1 de ozetlenmigtir.

Tablo-1:Kan Orneklerinin Alndigh Olgularin Hematolojik ve Klinik Bulgular

b':rb u%’xn.) Hm(:)'w %-'nv %':){ °,5‘£‘ m@A: H(:)Fb Toghié®
fils| s |0 etk vopmen far {Beaciiadi | 43
Yoy
K 9.2 445 34 764 | 207 | 27.0 58 | © Heterozigot
- K 7.5 2.88 764 | 260 | 34.0 2 325 | Homozigat
L 8.9 42 33 785 | 212 | 27.0 5 15 Heterozigot
we | 1s | e7 331 | 494 | 176 | 366 | 33| 09 m“.""'m'i"
wik | 15| s3e| 26 werl B TR BT RS T Bl s fbermastin
1K 4 3.86 32 830 | 43| 293 47 ' Heterozigot
we A 45 35 78.0 | 216 | 27.7 dig 41 Heterozigot
MK 9.6 45 32 711 | 311 | 2.7 42 | © Heterozigot
L 18.7 5.03 449 892 | 312 | 350 29 | 14 Normositik anemi
K | 48 4.7 42 893 | 319 | 362 25 | 05 Saghkh gonilld

i hemoglobin; KK.: Kirmizi kiire; OEV: Ortalama eritrosit volim; OEH: Ortalama eri-
hemoglobini; OEHK: Ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu)
kolon kromatografisi (2) - (b) Alkali denatdrasyon yontemi (2) - (c) Prof.Dr. Mu-
Aksoy tarafindan yapilmisgtir.

1 DNA larin eldesi ve konsantrasyonlarmin hesaplanmasi

DNA nin eldesi igin, Gross-Bellard ve ark. ile Grossens ve ark. nin
yhntemleri modifiye edilerek kullamildi (19, 20).

.‘ .. § ml EDTA h kan 6rnegi 10 ml lik tiiplerde + 4°C de 2500 xg de
. w rpm, rotor: S5-34), 15 dakika santrifiij edilerek ¢oktiirildi. Super-
patan atild, Hiicre peleti, 3 defa, + 4°C de 2500xg de, 10 dakika, % 0,9
E;Ol ile yikanda, Pelet, 50 ml lik tiiplere aktarlarak, iizerine 15-20 ml
41 mM NH4Clve 0,9 mM NH4HCOg igeren lizat solisyonu ilave edil-
ve eritrositlerin lize olmasi igin 15 dakika buz i¢inde bekletildi.

in tamamlanmasindan sonra, tip, + 4°C de, 10000xg de (7000

i, rotor: HS-4), 10 dakika fren kullanmadan santrifij edildi. Hemoli-
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zat atilarak, absorban bir kagit iizerine ters gevrilerek kisa bir siire bek-
letildi ve tiip dibine yapigan pelet 10 ml 1x STE (10 mM Tris. HCI, pH
8,0; 100 mM NaCl; 1 mM EDTA, pH 8,0) tamponu ile yrkandi. Daha
sonra, tip lizerine, 4,5 ml 1x STE ilave edilerek pelet siispansiyonu
yapildi. Son konsantrasyonu 100 pg/ml proteinaz K (Sigma) igerecek ha-
cimde Proteinaz K tamponu (100 mM Tris. HCI, pH 7,5; 1 mM EDTA,
pH 8,0; 1 mM DTT; 10 mg/ml Proteinaz K) ve % 1 SDS ilave edildi. Bu
karigim, 37°C de bir gece (16 saat) bekletildi. Maniatis ve ark.nin tarif
ettigi gsekilde hazirlanan 25 hacim doymug fenol soliisyonu, 24 hacim
kloroform ve 1 hacim izoamil alkol karnigiminda iki defa, 24 hacim kloro-
form ve 1 hacim izoamil alkol karigiminda bir defa ve son olarak su ile
doymusg eterde bir defa ekstre edildi (21). Niikleik asitler, 1/10 hacim 3
M sodyum asetat, pH 5,0 ve 2,5 hacim saf etanol ilavesi ile ¢oktiirildii.
Pelet iki defa % 70 lik bir defa da saf etanol ile y1ikanarak liyofilize edil-
di. Pelet 1 ml 1x TE (10 mM Tris. HCI, pH 8,0; 1 mM EDTA, pH 8,0)
iginde ¢oziildii ve -20°C de saklandi. DNA larin % 1 SDS iginde 260 nm
de optik dansite degerleri alinarak asagdaki formiile gore konsantras-
yonlan hesaplandi. DNA konsantrasyonlar 0,42 pg/ml ile 1,67 pg/ml
arasinda degigsmektedir.

0.D. X 50 pg/ml X 200 (seyrelti faktorii)

= ... ug/ul DNA
1000 pl/ml

(1 0.D. = 50 pg/ml DNA)

Amplifikasyon primerleri ve prob olarak kullanilan oli-

Amplifikasyon primerleri 20, prob olarak kullanilan oli-
goniikleotidler 19 deoksiriboniikleik asit zincir uzunlugunda olup dizgisi
tablo 2 de gosterilmektedir. Primerler (R-37 ve R-47), B-globin geninin
"cap” noktasi 'O’ kabul edilirse, -76.1nc1 niikleotidden baglayarak IVS-1,
1, IVS-1, 6, IVS-1, 110 ve B-39 uncu kodon mutasyonlarim1 kapsayacak
sekilde, ikinci eksonun 451 inci niikleotidinde son bulan 527 bazlik bir
bélgeyi igermektedir.
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¥ublo-2: Primerlerin (R-37, R47) ve prob olarak kullamlan sentetik oliginikleotidlerin,
B-globin geni uizerindeki pozisyonlar, dizi analizleri ve tipleri

R — -

N Pozisyon 5' Dizi Analizi 3' Tip

s
war .76 cap'a gore 5' CCAATCTACTCCCAGGAGCA Primer
WA + 451 Exon 2 CACTCAGTGTGGCAAAGGTG Primer
1 IVS-1,1 GCAGATTGGTATCAAGGTT Mutant
i VS, 1,6 GCAGGTTGGTATCAAGGTT Normal
i IVS-1,6 GCAGGTTGGCATCAAGGTT Mutant
v IVS-1, 110 CTGCCTATTGGTCTATTTT Normal
v IVS-1,110 CTGCCTATTAGTCTATTTT Mutant
Vi Ekson 2, kodon 39 CCTTGGACCCAGAGGTTCT Normal
vii Ekson 2, kodon 39 AGAACCTCTAGGTCCAAGG Mutant

e eem—

Hekil 1 de primerlerin ve sentetik oligoniikleotidlerin B-globin ge-
nindeki pozisyonlar ve tablo 3 de ise incelenen nokta mutasyonlarinin
mutant mmiflan agklanmaktadir.

L]

b 527 bp —>

=37 R=47
- 2 kb -
IVS=-1 IVS-2
Oap 0 Indt o i} Po}y A
e . -
1 (GeA) /110 (GeA) ’

6 (T«C) kodon 39 (CaT)

“ﬂll Primorlor (R-37, R-47) ile mutant bolgelerin, 8-globin genindeki pozisyonlari. Siyah
penkll kutular, soldan saga sirasiyla ekson 1, ekson 2 ve ekson 3 gostermektedir.
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Tablo-4: Caligmada incelenen nokta mutasyonlarinin mutant siniflar ve ortaya
gikardiklan B- talassemi tipleri. XNo. lar tablo 2 den alinmigtir.

No+ Pozisyon Mutant Simfi Tipi Kaynak
I IVS-1 1 (G-A) RNA progesinde, kesilme noktasinda  8%(22)
; degigme (splice junction mutation)
m IVS- 6 (T-C) RNA progesinde, "concensus” degigmesi 8% (22)
v IVSI 110 (GA)  RNA progesinde, IVS i¢inde degigme 8+ (23, 24)
(Internal IVS change)
vil Ekson 2 kodon 39 Fonksiyonel olmayan mRNA olugmas1  8° (25 - 27)
(C-T) (non sense mutation)
Gen amplifikasyonu

Amplifikasyon, laboratuvarimizin kosullarina modifiye edilerek
uygulanmugtir (7, 28, 29). Bir mikrosantrifiij tiipiine, son hacmi 50 pl ol-
acak gekilde 0,5 ug DNA, 1x Taq enzim tamponu (67 mM Tris. HCI, pH
8,8; 16,6 mM amonyum sulfat; 6,7 mM MgClgy; 10 mM 2- merkaptoeta-
nol; 0,17 mg/ml Bovin Serum Albumini-Sigma), 1,5 mM dNTP karigim
(1,5 mM dATP; 1,5 mM dCTP; 1,5 mM dGTP; 1,5 mM dTTP- Boehring-
er Manheim) 1 pM R-37 ve 1 uM R-47 ilave edildi. Reaksiyon karigimi
95°C de yag banyosunda 5 dakika bekletilerek DNA denatiire edildi.
Daha sonra, 55°C deki su banyosunda 1 dakika bekletilerek primerlerin
DNA nmn ilgili bélgelerine spesifik hibridizasyonu temin edildi (28). Mik-
rosantrifiij tiipline taze olarak hazirlanan enzim karigimindan (0,5
inite/ul Taq Polimeraz Anglian; 1x Taq enzim tamponu; 1,5 mM
dNTP karigimi) 2 ml ilave edilerek 72°C deki su banyosunda 3 dakika
bekletilerek primer zincir uzamasi temin edildi. Daha sonra, mikrosan-
trifiij tipt, 1 dakika 95°C de denatiirasyon, 1 dakika 55°C de hibridi-
zasyon ve 3 dakika 72°C de zincir uzama iglemlerinin gergeklesmesi igin
tutuldu ve bu déngii 25 defa tekrarlandi. 10.uncu dongiiden sonra 2 ml
ve 20. inci dongiiden sonra 1 pl Taq enzim karnigimindan ilave edildi,
Islem sonunda reaksiyon -20°C de saklanda.
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Agmmgele]eknofmtmndeamphﬁkasyonumnlennmmcelenmesx

Her bir amplifikasyon reaksiyonundan alinan 4 pl 6rnek, 5 pl aga-
yon ol yilkleme tamponu (% 0,05 bromofenol mavisi; % 20 fikol, tip 400-
Higma) ve 11 ul distile su kanstinlarak 1xTAE (40 mM Tris; 4 mM
WUTA, pH 8,0; 20 mM sodyum asetat; asetik asit ile pH 7,8 e ayar-
lanir) tamponu iginde % 1,4 lik agaroz geli (0,5 pg/ml etidyum bromiir
Igorir) Gizerine yiiklendi ve 7 volt/cm de 4 saat yuriitildi. Izleyici olarak
Hind 111 (Biolabs) ile kesilmig A DNA s1 kullamldi. Amplifikasyon bant-
lur ve bantlarin yogunlugu U.V. 151n verici iizerinde tesbit edilerek pola-
vold kamera ile fotografi gekildi (Resim 1).

1. 234 45 587 8893010

el 11 Amplifikasyon driinlerinin, agaroz gel elektroforezi sonucunda verdigi bantlar. En
wol yeritte molekiller izleyici olarak kullamlan A Hind III gériilmektedir. Resim
dzorindeki numaralar tablo 1 de verilen olgu numaralandir. Ok igaretli bolgede
gortilen bantlar, her drnekde gen amplifikasyonunun farkh yogunluklarda fakat
her drnekde gergeklegtigini gostermektedir (Baz srnekler cift tatbik edilmistir.)
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Izleyici bantlarin orijine olan uzakliklarina kargihik, zincir uzun-
luklarinin baz ¢ifti (bp) olarak 10 tabanina gére alinan logaritmik
degerinin verdigi standart egri tizerinde amplifikasyon bantlarinin zincir
uzunluklar: hesapland: (sekil 2). Bu sekilde, dikey eksendeki 2,78
degerinin 524 baz ¢iftine tekabiil etmesi, istenen DNA pargasinin tam-
aminmin amplifiye edildigini gosterdi.

no

~
n

| ukleoti ifti
0910 nufok eotid ci ti

| 1 L
orijinden uzaklik (cm)

$ekil-2: A Hind III pargalarninin agaroz gel elektroforezinde orijinden olan uzakhklarina
karg:, bp olarak zincir uzunluklarinin 10 tabanina gore aliman logaritmik
degerleri ile gizilen standart egri (diz ¢izgi) ve amplifikasyon tiriiniin bu standart
egriye gbre zincir uzunlugunun hesaplanmas (kesik gizgiler).

Dot-blota yiiklenecek amplifiye DNA érnek miktarlarinin esit ol-
masl igin resim 1 de gozlenen bant yogunluklarina gére goz ile yapilan
ayarlamalarda tesbit edilen hacimlerin bant yogunluklar resim 2 de
goriilmektedir.
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Te 2 & 5. 58

17385 910G

Haeslm-2: Konsantrasyon ayarlamasi yapildiktan sonra, amplifikasyon tiriinlerinin, agaroz
gel elektroforezinde verdigi bantlar. En sol geritte molekiler izleyici olarak kul-
lamilan A Hind III gérilmektedir. Resim tizerindeki ve altindaki numaralar tablo
1 de verilen olgu numaralandir (Baz: érnekler cift olarak tatbik edilmigtir.

Dot-blot

Yiikleme hacimleri 5-10 pl aras: degigen amplifikasyon iriinleri,
son hacimleri 100 pl olacak sekilde 0,4 M NaOH ve 25 mM EDTA, pH
#,0 tamponu iginde, oda sicakhinda 30 dakika bekletilerek denatiire
sdildi, Yilklemeden 5 dakika once distile su ile 1slatilan naylon mem-
lyran daha sonra vakumlu dot-blot cihazina (Bio-Rad) yerlestirildi. Sekil
# de dot-blotdaki drnek diizeni goriilmektedir. Blot oluklan, daha sona
100-200 pul 2x SSC (300 mM NaCl; 30 mM trisodyum sitrat; 12 M HCI
{le pH 7,0) ile yrkandi. Blot once bir absorban kagt iizerinde, oda
wnaklibinda daha sonra. 80°C de 2 saat kurutuldu.
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1 2 3
e o o
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7 8 9
o o o

10

%

Sekil-3: Dot-blot da kullanilan érnek diizeni. Numaralar tablo 1 de verilmigtir.

Sentetik oligoniikleotidlerin 5' ug noktasmdan 32p ile
isaretlenmesi

Radyoaktif madde ile isaretleme, modifiye edilerek uyguland: (21).
Bir mikrosantrifiij tiipiine, son hacmi 50 pul olacak gekilde 40 pmole
sentetik oligiiniikleotid (Symbicom), 1x Poliniikleotid Kinaz enzim tam-
ponu (70 mM Tris. HCI, pH 7,6; 10 mM MgCls; 0,5 mM DTT), 100
HCi32PdATP (Amersham, 5000 Ci/mmol) ve 2 iinite Poliniikleotid Kinaz
enzimi (Biolabs) ilave edildi. 37°C deki su banyosunda 30 dakika
inkiibe edildi. Mikrosantrifiij tiipiine 2 ul 0,5 M EDTA, pH 8,0 ilavesi ile
reaksiyon durduruldu. '

Reaksiyon karigim, gel filtrasyon prensibine gore igleyen Sephad-
ex G-25 (Sigma) den gegirilerek prob izole edildi. Normal ve mutant ol-
mak iizere yedi ayr1 oligoniikleotidin 32P ile 5'u¢ isaretleme
¢aligmalarinda % 44-% 92 degerler arasinda degisen degerlerde inkorpo-
rasyon elde edildi.

Hibridizasyon

Dot-blot i¢in hibridizasyon yéntemi modifiye edilerek uygulands
(30). Hibridizasyon dereceleri (Tyy), agaghdaki denkleme gore hesaplandi
(31).
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- Ty Tp - 3°CTH: hibridizasyon derecesi

Tp:i2(A+T)+4 (G + C) Tp: Dissosiyasyon derecesi

I

Bu ybnteme gore her bir oligiiniikleotid hihbridizasyonu i¢in hesap-
un Ty degerleri tablo 5 de gosterilmistir. '

Tublo-5: Oligonikleotid problan igin hesaplanan hibridizasyon dereceleri

Oligonitkleotid Hibridizasyon Derecesi
Numarasi* Ty

51°C
53°C
55°C
49°C
47°C
60°C
58°C

§s<2H#RA"-

{klootid numaralan Tablo 2'de verilmigtir.

Naylon membran, dnce 5-10 ml 5x SSPE (0,75 M NaCl; 0,075 M
fsodyum sitrat; 12 M HCl ile pH 7,0), 5x Denhardt soliisyonu (% 0,1
kol, tp 400; % 0,1 polivinilpirolidon-Sigma; %0,1 Bovin Serum Albumi-
), vo % 0,5 SDS iginde, bir saat on hidridizasyon yapildi. Daha sonra
i menkhkda aym tampon icinde radyoaktif prob (9,4-54,6 x 106
ym/dakika) ilave edildi ve 2 saat hibridize edildi. Hibridizasyon

sinin tamamlanmasindan sonra naylon membran 2 defa, 500 ml
sHUPE ve %0,1 SDS iginde, oda sicakliginda, 10 dakika ve 1 defa 500
4l BxHSPE ve %0,1 SDS iginde Ty derecesinde, 10 dakika yikand.
simbiran kisa bir siire, absorban bir kagt iizerinde kurutuldu. Ince bir

torba iginde otoradyografiye verildi.

Otoradyografi

~ Rontgen film kasetinin her iki yiizeyinde bulunan siddetlendirici
yular arasinda sandvig yapilan film, 4-18 saat, -70°C de bekletildi
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(32). Film kaseti -70°C den ¢ikartilarak, karanhk odada, agagid-ki
sekilde banyo edildi.

Kodak rontgen banyosu : 5 dakika

Su banyosu : 1 dakika

Sabitlestirici banyo : 10 dakika

(200 g sodyum tiosiilfat; 12 g sodyum siilfit; 12 g potasyum meta
bi siilfit)

Calkalama : 15 dakika

Film oda sicakhiginda kurutuldu.

Naylon membrandan probun uzaklagtimlmas:

Naylon membran (0,45 um, Nytran NY 13, Schleicher Schuell), her
otoradyografiden sonra, iizerindeki prob uzaklagtirilarak, bagka bir
prob ile yeniden hidridize edildi (33). Naylon membran, 2 defa 10 daki-
ka, oda sicakhginda, 50 mM NaOH iginde yrkandi. Daha sonra, tampon
5 defa degistirerek, oda sicakhginda 1xTE iginde yikandi. Yikama
iglemlerinin tamamlanmasindan sonra, radyoaktif maddenin tama-
miyle uzaklagip uzaklagsmadign, radyoaktif detektsr ile kontrol edildi.
Radyoaktivitenin tamamiyle uzaklagmadign durumlarda, yikama islemi
tekrarlandi.

SONUCLAR VE TARTISMA

Dot-blot hidridizasyonunun sonuglarina gore, 10 adet DNA
orneginin tgiinde IVS-1 in 1 inci niikleotidinde G- — A, ve ikisinde IVS-1
in 6 a1 niikleotinide T - — C, ve birinde 2 inci eksonda 39 uncu kodon-
da C- » A mutasyonlarinin bulundugu saptand: (Resim 3 ve Resim 4),
IVS-1in 110 uncu niikleotidinde G- — A mutasyonuna rastlanmadi (Re-
sim 5).
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Meslm -3 IVS-1 nikleotid 1,6 normal, IVS-1 nilkleotid 1 mutant ve IVS-1 niikleotid 6

mutant hidridizasyonlan
EKSON 2 KODON 39 -=p Cod
NORMAL MUTANT

Hoslm-4: 2 inci eksonda 39 uncu kodonda normal ve mutant hibridizasyonlan.
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Resim-5: IVS-1 niikleotid 110 normal ve mutant hibridizasyonlan

Bu ¢ahgmada, Istanbul'un ¢esitli hastanelerinden gonderilen, kli-
nik bulgular1 anemi veya B-talassemi gosteren 9 hasta kam ile bir
saghkh goniilli kanindan DNA izole edildi. DNA orneklerinde, B-globin
geninin belirli bir bolgesi amplifiye edildi. Bu bélgede 8- -talassemiye yol
agcan bazi nokta mutasyonlarin bulunup bulunmadig arastirildi. Oto-
radyografi incelendiginde, ii¢ 6rnekte IVS-1 nt 1 de, iki 6rnekte IVS-1 nt
6 da ve bir 6rnekde ekson 2 kodon 39 da nokta mutasyonlan bulundugu
saptandi. IVS-1 nt 110 daki mutasyona hig¢ bir érnekde rastlanmadh,
Saghkh goniilliiden izole edilen DNA érnegi, hi¢ bir mutant ile hidridize
olmad: fakat normal problar ile hidridize oldu. Nokta mutasyon tesbit
edilen DNA érneklerinin normal problar ile de hidridize olmalan, hasta-
larin tesbit edilen mutasyonlar i¢in heterizgot olduklan gosterdi. Kul-
lanilan mutant problar ile hibdirizasyon gostermeyen diger ii¢ hastada,
bagka mutasyonlarin veya bagka molekiiler lezyonlarin bulunabilecegi
goriisgi kuvvetlendi.

Talassemi, 6zellikle Akdeniz kiokenli insanlarda yaygin olarak bu-
lunur. Bu bélgelerde rastlanan malarya parazitinin mutant alleler igin
pozitif seleksiyon gostermesi, hastaligan neden 6zellikle akdeniz kokenli
insanlarda yaygin oldugu hususuna bir goriig getirmektedir (34).
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Tirkiye'de sikhg %2 olarak tesbit edilmig bulunan B-talassemi
(48, 36), bnemli bir saghk sorununun olmasin yamsira hastalikh dogan
bheklerin bakim ve yasam masraflan, iziici maddi ve manevi

ﬂkﬂmlﬂlﬁkler getirmektedir. Bu nedenle, risk gruplarinda dogum oncesi

toghis yapilmasi, saghksiz dogumlan onleyecek ve Tirkiye genelinde

#nemli bir saghk sorununu ¢oziimlemis olacaktir. Dogum éncesi, en mod-
#rn kesin teshis yontemleri, rekombinant DNA teknolojisinin has-
liklarin molekiiler dizeyde anlagilmasima gosterdigi katkilan ile

Ij'rooklesmektedir.
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